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DESCRIPCION
Utilizacion de anticuerpos anti-aminofosfolipidos para el tratamiento del cancer
Antecedentes de la invencién
1. Sector técnico al que pertenece la invencion

La presente invencion hace referencia en general a los vasos sanguineos y a la biologia de los tumores. Mas
particularmente, abarca los descubrimientos sorprendentes de que los aminofosfolipidos, tales como la
fosfatidilserina y la fosfatidiletanolamina, son marcadores especificos y estables de vasos sanguineos de tumores y
que la administracion de anticuerpos anti-aminofosfolipidos solos es suficiente para inducir trombosis y regresion del
tumor. La invencion proporciona, por lo tanto, métodos y compuestos seguros y eficaces para el ataque especifico y
destruccion de vasos sanguineos de tumores y para el tratamiento de tumores solidos. La utilizacion de anticuerpos
no conjugados anti-fosfatidilserina es una ventaja especifica, si bien la invencion proporciona diferentes compuestos
eficaces y combinaciones de los mismos.

2. Descripcion de las técnicas relacionadas

La resistencia de las células de los tumores a los agentes quimioterapéuticos representa un problema significativo
en la oncologia clinica. De hecho, ésta es una de las principales razones por las que muchas de las formas mas
prevalecientes de cancer humano todavia resisten la intervencion quimioterapéutica efectiva, a pesar de ciertos
avances en el campo de la quimioterapia.

Un problema significativo que se presenta en los regimenes de tratamiento de tumores es el deseo de una
eliminacioén total celular. Esto significa que los regimenes de tratamiento mas efectivos se acercan mas a una
eliminacién de células total de todas las células malignas conocidas como clonogénicas, es decir, células que tienen
la capacidad para crecer incontroladas y reemplazar cualquier masa de tumor que podria haber sido eliminada por la
terapia. Debido a la meta de desarrollar tratamientos que se acerquen a una eliminacién de células total, ciertos
tipos de tumores han sido mas déciles a la terapia que otros. Por ejemplo, los tumores de tejidos blandos, por
ejemplo, linfomas, y los tumores de la sangre y de los 6rganos que forman la sangre, por ejemplo, leucemias,
generalmente han respondido mejor a la terapia de quimioterapia que los tumores sdlidos tales como los
carcinomas.

Una razoén para la susceptibilidad de los tumores blandos y basados en sangre para la quimioterapia es la mayor
accesibilidad del linfoma y de las células leucémicas a la intervencion quimioterapéutica. Simplemente, es mucho
mas dificil para la mayoria de las sustancias o agentes quimioterapéuticos alcanzar todas las células de una masa
de tumor sdlido de lo que es alcanzar los tumores blandos y los tumores basados en sangre, y por lo tanto mucho
mas dificil lograr una eliminacion total de células. El aumentar la dosis de agentes quimioterapéuticos
frecuentemente da como resultado efectos secundarios toxicos, que generalmente limitan la efectividad de los
agentes antitumorales convencionales.

Otra estrategia de tratamiento de tumores es el uso de una inmunotoxina, en la cual se usa un anticuerpo de células
antitumoral para administrar toxina a las células del tumor. Sin embargo, en comun con los enfoques
quimioterapéuticos descritos anteriormente, la terapia de inmunotoxinas también padece algunas desventajas
significativas. Por ejemplo, las células antigeno-negativas o deficientes de antigeno pueden sobrevivir y volver a
poblar el tumor o conducir a otras metastasis. También, en el tratamiento de tumores sdlidos, la masa del tumor
generalmente es impermeable a moléculas del tamafio de anticuerpos e inmunotoxinas. Tanto las distancias de
difusion fisica como la presion intersticial dentro del tumor son limitaciones significativas a este tipo de terapia.

Una estrategia mas reciente ha sido la de atacar la vasculatura de los tumores sdlidos. Al tener como objetivo los
vasos sanguineos de los tumores, en vez de las mismas células de los tumores, tiene ciertas ventajas porque no es
probable que ello conduzca al desarrollo de células de tumor resistentes, y porque las células objetivo son faciimente
accesibles. Mas aun, la destruccion de los vasos sanguineos conduce a la amplificacion del efecto antitumor, ya que
muchas células de los tumores dependen de un solo vaso para su oxigeno y nutrientes (Denekamp, 1990) . Se
describen estrategias de ataque vascular efectivas en las Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica numeros
5.855.866 y 5.965.132, que particularmente describen la administracion dirigida de agentes anticelulares y toxinas a
la vasculatura de los tumores.

Otra version efectiva del enfoque del ataque vascular es dirigir un factor de coagulacién a la vasculatura del tumor
(Huang y otros, 1997; Patente de los Estados Unidos de Norteamérica nimeros 5.877.289, 6.004.555 y 6.093.399.
La utilizacion de anticuerpos y otros agentes de direccionado para suministrar coagulantes a la vasculatura de
tumores tiene las ventajas adicionales de inmunogenicidad reducida e incluso un riesgo mas bajo de efectos
secundarios toxicos. Como se describe en la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica nimero 5.877.289, un
factor de coagulacion preferente para su uso en estos trombdgenos especificos de tumores, o coaguligandos, es
una version truncada de la proteina que induce a la coagulacion humana, el factor de tejido (TF) . El factor de tejido
(TF) es el iniciador mas importante de la coagulacion de la sangre (Ruf y otros, 1991; Edgington y otros, 1991; Ruf y
Edgington, 1994) . El tratamiento de ratones que tienen tumores con estos coaguligandos da como resultado una
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necrosis significativa del tumor e incluso la regresion completa del tumor en muchos animales (Huang y otros, 1997;
Patente de los Estados Unidos de Norteamérica nimero 5.877.289, 6.004.555 y 6.093.399) .

Fishman y otros, Int. J. Oncol., Vol. 10, p901-904 (1997) se refieren al posible ataque de células cancerigenas,
utilizando anticuerpos producidos en enfermedades autoinmunes.

Aunque la administracion especifica de agentes terapéuticos, tales como los agentes anticelulares, toxinas y
factores de coagulacion, a los vasos del tumor representa un avance significativo en los protocolos de tratamiento de
tumor, todavia hay lugar para terapias de ataque vascular adicionales o incluso alternativas. La identificacion de
objetivos adicionales para permitir la destruccion de los vasos de tumores especificos in vivo naturalmente seria
beneficioso al extender el nimero de opciones objetivo. Mas particularmente, tal como en los constructos de ataque
vascular anteriormente descritos y coaguligandos, se dispone de sistemas de dos componentes que comportan el
agente de ataque y la parte efectiva, el desarrollo de un agente componente para la destruccion de la vasculatura
del tumor representaria un progreso importante. En caso de que la preparacion de este tipo de agentes se
demostrara posible, ello aceleraria también probablemente el progreso de la terapia anti-vascular para el ambito
clinico, dada la simplicidad del nuevo agente terapéutico.

La presente invencion se propone resolver las carencias de la técnica anterior al dar a conocer una nueva utilizaciéon
de un anticuerpo o antigeno anti-aminofosfolipido que une un fragmento del mismo para la destruccion especifica
del tumor. La invencién se basa en parte en el descubrimiento de que los aminofosfolipidos, tales como la
fosfatidilserina y la fosfatidiletanolamina, son marcadores accesibles y utilizables de manera estable de los vasos de
los tumores. Mas particularmente, la invencién incorpora el sorprendente descubrimiento de que los anticuerpos
desnudos contra componentes aminofosfolipidos son capaces de inducir especificamente destrucciéon de los vasos
sanguineos de los tumores y necrosis de los tumores in vivo.

En un primer aspecto de la presente invencidn se proporciona una composicion que comprende una cantidad
biolégicamente efiectiva de un anticuerpo anti-aminofosfolipido o regién de unién al antigeno del mismo, para el
tratamiento del cancer por exterminio de las células endoteliales vasculares tumorales de un tumor vascularizado,
que induce la coagulacion en la vasculatura tumoral o que destruye la vasculatura tumoral.

Como caracteristica sorprendente que subyace en la invencidon se puede indicar la translocacion de
aminofosfolipidos, tales como PS, a las células endoteliales vasculares de la superficie del tumor tiene lugar, como
minimo de una manera significativa, con independencia de los dafios en las células o de los mecanismos
apoptoéticos u otros de muerte celular. Por lo tanto, la expresion superficial PS en el medio del tumor no es una
consecuencia de la muerte y destruccion celular o un inicio de la misma, sino que tiene lugar en células endoteliales
vasculares morfolégicamente intactas. Esto significa que la expresion PS no es ftransitoria, sino que es
suficientemente estable para proporcionar un objetivo para la intervencion terapéutica.

Ciertos aspectos preferentes de la invencién han sido desarrollados a partir del descubrimiento de que los
anticuerpos contra los aminofosfolipidos, fosfatidilserina (PS) , se localizan especificamente en la vasculatura de
tumores solidos e, incluso de manera mas sorprendente, ejercen un efecto de destruccion del tumor en ausencia de
conjugacion a moléculas efectivas, tales como toxinas o coagulantes. Por lo tanto, los elementos terapéuticos de
componente Unico dirigidos contra los aminofosfolipidos representan un descubrimiento importante en el ataque
vascular y proporcionan métodos seguros y eficaces para el tratamiento de los tumores sélidos.

Las utilizaciones de la invencién proporcionan el exterminio, o exterminio especifico, de células endoteliales
vasculares, y comprenden la administracion a un animal o un paciente que tiene un tumor vascularizado de como
minimo una dosis de una cantidad biolégicamente efectiva de como minimo un primer compuesto farmacéutico que
comprende un anticuerpo desnudo o no conjugado, o una zona de unién de antigeno del mismo, que se une como
minimo a un primer aminofosfolipido expresado en la superficie luminal de las células endoteliales vasculares del
tumor. La cantidad biolégicamente efectiva es la cantidad del anticuerpo desnudo o no conjugado eficaz para
exterminar especificamente como minimo una parte, y preferentemente una parte significativa, de las células
endoteliales vasculares del tumor, en oposicién a células endoteliales de vasos normales, después de su unién a un
aminofosfolipido expresado sobre la superficie luminal de las células endoteliales vasculares del tumor. Por lo tanto,
se trata de una cantidad de exterminio de células de endotelio o una cantidad de exterminio de células de endotelio
vasculares de un tumor de un anticuerpo anti-aminofosfolipido no conjugado o de una regién de unién de antigeno
de la misma.

Como se usa en toda la solicitud entera, los términos un y una se usan en el sentido que significan como minimo
uno o una, como minimo una primera, uno o mas o una pluralidad de los componentes mencionados, excepto en
casos en donde se especifica explicitamente después de eso un limite superior. Por lo tanto, un anticuerpo anti-
aminofosfolipido significa como minimo un primer anticuerpo anti-aminofosfolipido. Los limites operativos y los
parametros de las combinaciones, como con las cantidades de un solo agente, seran conocidas para los técnicos
con experiencia en el campo a la luz de la siguiente descripcion.

Los términos un y una también se usan para significar como minimo uno o una, como minimo un primer o una
primera, uno o mas o una pluralidad de etapas en los métodos mencionados, excepto cuando especificamente se
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menciona. Esto es particularmente relevante a las etapas de administracion en los métodos de tratamiento. Por lo
tanto, no solamente se pueden emplear muchas dosis diferentes con la presente invencion, sino diferentes nimeros
de dosis, por ejemplo, se pueden usar inyecciones, hasta incluir inyecciones mdltiples.

Un aminofosfolipido, como se usa en la presente invencion, significa un fosfolipido que incluye dentro de su
estructura como minimo un primer grupo amino primario. Preferiblemente, el términoaminofosfolipido se usa para
referirse a un fosfolipido que contiene un grupo amino primario que se presenta naturalmente en las membranas
celulares de mamiferos. Sin embargo, ésta no es una limitacion del significado del término aminofosfolipido, ya que
el término también se extiende a aminofosfolipidos que se presentan de forma no natural o sintéticos que, sin
embargo, tiene usos en la invencion, por ejemplo, como un inmundgeno en la generacion de anticuerpos anti-
aminofosfolipidos (anticuerpos de reaccién cruzada) que se enlazan a los aminofosfolipidos de las membranas del
plasma de los mamiferos. Los aminofosfolipidos de la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica niumero
5.767.298 son ejemplos adecuados.

Los aminofosfolipidos prominentes encontrados en sistemas biolégicos de mamiferos son los fosfatidilserina (PS)
cargados negativamente y las fosfatidiletanolaminas (PE) zwitteriénicas o neutras, que por lo tanto son los
aminofosfolipidos preferentes para ser usados como blancos o diana por la presente invencién. Sin embargo, la
invencion de ninguna manera se limita a las fosfatidilserinas y a las fosfatidiletanolaminas como objetivos, y
cualquier otro aminofosfolipido se puede emplear como objetivo (White y otros, 1978) en tanto esté expresado, sea
accesible o esté complejo en la superficie luminal de las células endoteliales vasculares del tumor.

Todos los componentes basados en aminofosfolipidos, fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina estan incluidos como
objetivos de la invencion independientemente del tipo de cadenas de acidos grasos involucrados, incluyendo
aquellos con acidos grasos de cadena corta, intermedia o larga, y aquellos acidos grasos saturados, insaturados y
poli-insaturados. Las composiciones preferentes para cultivar anticuerpos para su uso en la presente invencion
pueden ser aminofosfolipidos con acidos grasos de 18 atomos de carbono, siendo C18:1 los mas preferentes (Levy
y otros, 1990) . El grado en que son accesibles sobre las células endoteliales vasculares de los tumores, los
productos de la degradacion de aminofosfolipidos que tienen solamente un acido graso (derivados de liso) , en vez
de dos, también se pueden usar como blancos (Qamar y otros, 1990) .

Otro grupo de objetivos de aminofosfolipidos potenciales incluyen, por ejemplo, derivados de fosfatidal
(plasmaldgenos) , tales como fosfatidalserina y fosfatidaletanolamina (que tienen ya sea un enlace que da un grupo
alquenilo, en vez de un enlace éster que da un grupo acilo) . Sin duda, los objetivos para la intervencion terapéutica
mediante la presente invencion incluyen cualquier aminofosfolipido que esta presente, expresado, translocalizado,
presentado o de otro modo formando complejo en una forma que puede ser dirigida sobre la superficie luminal de las
células endoteliales vasculares del tumor. Los lipidos que no contienen glicerol también pueden formar objetivos
adecuados, tales como los esfingolipidos basados en la esfingosina y sus derivados.

La base bioldgica para incluir una gama de lipidos en el grupo de componentes que pueden ser blancos, esta, en
parte, en el fendmeno bioldgico observado de los lipidos y proteinas que se combinan en ambientes membranosos
para formar complejos unicos de lipidos-proteina. Estos complejos de lipido-proteina se extienden a formas
antigénicas e inmunogénicas de lipidos tales como la fosfatidilserina y la fosfatidiletanolamina con, por ejemplo,
proteinas tales como (32~ glicoproteina I, protrombina, quinindgenos y precalicreina.

Los métodos de la invencion también actdan para detener el flujo sanguineo, o especificamente detener el flujo
sanguineo en la vasculatura de los tumores. Esto se logra administrando a un animal o paciente que tiene un tumor
vascularizado como minimo una dosis de como minimo una primera composicion farmacéutica que comprende una
cantidad que induce a la coagulacion, o una cantidad que ocluye el vaso, de como minimo un primer anticuerpo no
conjugado o desnudo o una zona de enlace con el antigeno del mismo, que se enlaza con un aminofosfolipido,
preferiblemente fosfatidilserina o fosfatidiletanolamina, translocalizada en la superficie luminal de la vasculatura del
tumor.

La cantidad que induce a la coagulaciéon o cantidad que ocluye los vasos es una cantidad del anticuerpo no
conjugado o desnudo efectivo para inducir o promover especificamente la coagulacién en como minimo una porcion,
y por lo tanto ocluir la misma, y preferiblemente una porcion significativa, de los vasos del tumor o vasos
intratumorales, en oposicién a los vasos sanguineos normales, después de unirse a un aminofosfolipido,
preferiblemente fosfatidilserina o fosfatidiletanolamina, translocalizada en la superficie luminal de los vasos
sanguineos del tumor. La cantidad que ocluye los vasos por lo tanto es una cantidad funcionalmente efectiva, y no
es una masa fisica de anticuerpo suficiente para extender el alcance de un vaso.

Los métodos para destruir o especificamente destruir la vasculatura del tumor se dan a conocer comprendiendo
administrar a un animal o paciente que tiene un tumor vascularizado una o mas dosis de como minimo una primera
composicion farmacéutica que comprende una cantidad destructora de tumor de como minimo un primer anticuerpo
no conjugado o desnudo, o una zona de enlace con antigeno del mismo, que se enlaza con un aminofosfolipido,
preferiblemente fosfatidilserina o fosfatidiletanolamina, presentada sobre la superficie luminal de la vasculatura del
tumor. La cantidad destructora de tumor es una cantidad del anticuerpo no conjugado o desnudo efectivo para
destruir especificamente u ocluir como minimo una porcion, y preferiblemente una porcion significativa, de vasos
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sanguineos del tumor en oposicién a los vasos sanguineos normales, después de enlazarse a un aminofosfolipido,
preferiblemente fosfatidilserina o fosfatidiletanolamina, presentado sobre la superficie luminal de las células
endoteliales vasculares de los vasos sanguineos del tumor.

Se dan a conocer métodos para tratar cancer y tumores solidos, que comprenden la administracién a un animal o
paciente que tiene un tumor vascularizado de una cantidad o cantidades que inducen a la necrosis del tumor de
como minimo una primera composicion farmacéutica que comprende como minimo un primer anticuerpo no
conjugado o desnudo, o un fragmento del mismo de enlace al antigeno, que se enlaza con un aminofosfolipido,
preferiblemente fosfatidilserina o fosfatidiletanolamina, sobre la superficie luminal de vasos sanguineos del tumor
vascularizado. La cantidad que induce a la necrosis del tumor es una cantidad del anticuerpo no conjugado o
desnudo efectivo para inducir especificamente necrosis hemorragica en como minimo una porcion, y preferiblemente
una porcion significativa, del tumor después de enlazarse a un aminofosfolipido, preferiblemente fosfatidilserina o
fosfatidiletanolamina, formando complejo en la superficie luminal de las células endoteliales vasculares de los vasos
sanguineos del tumor, al mismo tiempo que ejerce pequefios efectos secundarios en los tejidos normales,
saludables.

Los métodos dados a conocer en esta invenciéon se pueden resumir, por lo tanto, como métodos para tratar a un
animal o paciente que tiene un tumor vascularizado, que comprende administrar al animal o paciente como minimo
una primera dosis de una cantidad terapéuticamente efectiva de como minimo una primera composicion
farmacéutica que comprende como minimo un primer anticuerpo no conjugado o desnudo, o un fragmento del
mismo de enlace a un antigeno, que se enlaza a un aminofosfolipido (preferiblemente fosfatidilserina o
fosfatidiletanolamina) presente, expresado, translocalizado, presentado o formando complejo en la superficie luminal
de los vasos que transportan sangre del tumor vascularizado.

La esencia de la invencion también se puede definir como una composiciéon que comprende como minimo un primer
anticuerpo anti-aminofosfolipido desnudo o no conjugado, preferentemente un anticuerpo anti-fosfatidilserina o anti-
fosfatidiletanolamina, o un fragmento de unién de antigeno del mismo, a utilizar en la preparacion de un
medicamento para su utilizacion en destruccion de los vasos de tumores y para tratamiento de tumores humanos.
Esto puede ser definido también como un compuesto que comprende como minimo un primer anticuerpo anti-
aminofosfolipido desnudo o no conjugado, preferentemente anticuerpo anti-PS o anti-PE, o un fragmento del mismo
de unién de antigeno, para su uso en la preparaciéon de un medicamento para su uso en el enlace a un
aminofosfolipido, preferiblemente fosfatidilserina o fosfatidiletanolamina, presente, expresado, translocalizado,
presentado o formando complejo en la superficie luminal de los vasos que transportan sangre de un tumor
vascularizado y para su uso en inducir la destrucciéon de la vasculatura del tumor y para el tratamiento de tumor
humano.

En los medicamentos y usos de la presente invencion, una de las ventajas esta en el hecho de que la disposicion de
un compuesto de anticuerpo anti-aminofosfolipido desnudo o no conjugado, preferentemente anti-fosfatidilserina o
anti-fosfatidiletanolamina, en la circulacién sistémica de un animal o paciente tiene como resultado la destruccion
preferente o especifica de la vasculatura del tumor y la induccién de necrosis tumoral. La invencion soluciona, por lo
tanto, el problema de los métodos de preparacién compleja de los agentes multicomponente anti-vasculares de la
técnica anterior.

Los términos anticuerpo desnudo y no conjugado, tal como se utilizan en esta descripcion, estan destinados a hacer
referencia a un anticuerpo que no esta conjugado, enlazado operativamente o asociado de otro modo fisica o
funcionalmente con la fraccion efectiva, tal como un agente citotoxico o coagulante. Se comprendera que los
términos desnudo y no conjugado para el anticuerpo no excluyen constructos de anticuerpos que han sido
estabilizados, multimerizados, humanizados o manipulados de cualquier otra forma, por otros métodos que no son el
acoplamiento de una fraccién efectiva.

De acuerdo con lo anterior, se incluyen todos los anticuerpos desnudos y no conjugados modificados post-
traslacionalmente, incluyendo el caso en el que las modificaciones estan realizadas en un medio celular natural
productor de anticuerpos, por células recombinantes productoras de anticuerpos, y se introducen por la accion del
hombre después de una preparacion de anticuerpo inicial. Desde luego, el término anticuerpo desnudo no excluye la
capacidad del anticuerpo en formar asociaciones funcionales con células efectivas y/o moléculas después de
administracion al cuerpo, y algunas de dichas interacciones son necesarias para ejercer un efecto biologico. La falta
de grupo efector asociado se aplica, por lo tanto, en definiciéon al anticuerpo desnudo in vitro, no in vivo.

En el contexto de la presente invencion, el término un tumor vascularizado mas preferiblemente significa un tumor
maligno, vascularizado, tumor sélido, o cancer. La invenciéon es particularmente ventajosa para tratar tumores
vascularizados de como minimo aproximadamente tamafo intermedio, y para tratar tumores vascularizados grandes
- - aunque esto de ninguna manera es una limitacion de la invencién. La invencioén por lo tanto se puede usar en el
tratamiento de cualquier tumor que muestre vasos sanguineos positivos aminofosfolipidos, preferiblemente vasos
sanguineos positivos a fosfatidilserina y/o fosfatidiletanolamina.

En las realizaciones preferentes, los tumores que se van a tratar con la presente invencién mostraran un nimero
efectivo de eliminacion de vasos sanguineos positivos al aminofosfolipido. Un ndmero efectivo de eliminacion de
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vasos sanguineos positivos a los aminofosfolipidos, como se usé en la presente descripcion, significa que como
minimo aproximadamente 3 por ciento del nimero total de vasos sanguineos dentro del tumor seran positivos a la
expresion de aminofosfolipidos, preferiblemente la expresion de fosfatidilserina y/o fosfatidiletanolamina.
Preferiblemente, como minimo aproximadamente 5 por ciento, como minimo aproximadamente 8 por ciento, o como
minimo aproximadamente 10 por ciento, o aproximadamente, del nimero total de vasos sanguineos dentro del
tumor seran positivos a la expresion de aminofosfolipido. Dada la naturaleza negativa a los aminofosfolipidos
particularmente negativos a PS de los vasos sanguineos dentro de los tejidos normales, los vasos del tumor
actuaran como un sumidero para los anticuerpos administrados. Ademas, ya que la destruccion de solamente un
numero minimo de vasos del tumor puede causar trombosis extendida, la necrosis y una avalancha de muerte
celular de tumor, la localizaciéon de anticuerpos en la totalidad o en la mayoria de los vasos del tumor no es
necesaria para la intervencion terapéutica efectiva.

Sin embargo, en realizaciones mas preferentes, los tumores que se van a tratar por esta invenciébn mostraran un
numero significativo de vasos sanguineos positivos a aminofosfolipidos. Un numero significativo de vasos
sanguineos positivos a los aminofosfolipidos, como se usa en la presente descripcion, significa que como minimo
aproximadamente del 10 al 12 por ciento del nimero total de vasos sanguineos dentro del tumor seran positivos
para la expresion de aminofosfolipidos, preferiblemente fosfatidilserina y/o fosfatidiletanolamina. Aun mas
preferiblemente, el porcentaje de vasos de tumor que expresan aminofosfolipido serd como minimo de
aproximadamente 15 por ciento, como minimo 20 por ciento, como minimo aproximadamente 30 por ciento, como
minimo aproximadamente 40 por ciento, como minimo aproximadamente 50 por ciento, como minimo
aproximadamente 60 por ciento, como minimo aproximadamente 70 por ciento, 0 como minimo aproximadamente
80 por ciento del ndmero total de vasos sanguineos dentro del tumor, hasta e incluyendo como minimo
aproximadamente 90 por ciento 0 95 por ciento de los vasos.

Las cantidades terapéuticamente efectivas para su uso en la invencién son cantidades de anticuerpos anti-
aminofosfolipidos no conjugados o desnudos, preferentemente anticuerpos anti-PS o anti-PE, efectivas para matar
especificamente como minimo una porcién de las células endoteliales vasculares del tumor; para promover
especificamente la coagulacion en como minimo una porcién de los vasos sanguineos tumorales; para ocluir
especificamente o destruir como minimo una porcion de los vasos del tumor que transportan sangre; para
especificamente inducir necrosis en como minimo una porcion de un tumor; y/o para inducir la regresion o remision
del tumor después de la administracion a animales o pacientes seleccionados. Estos efectos se logran al mismo
tiempo que muestran poco o ningun enlace, con poca o ninguna eliminacion, de células endoteliales vasculares en
tejidos saludables, normales; poca o ninguna coagulacion en, oclusion o destruccion de vasos sanguineos en tejidos
normales, saludables; y ejercer efectos secundarios adversos manejables o despreciables sobre tejidos saludables,
normales, del animal o paciente.

Los términos preferentemente y especificamente, como se usan en la presente descripcion en el contexto de
promover la coagulacion en, o destruir, la vasculatura del tumor, y/o en el contexto de causar necrosis en el tumor,
significan por tanto que los anticuerpos anti-aminofosfolipidos funcionan para lograr la coagulacién, destruccion y/o
necrosis del tumor que se confina sustancialmente a la vasculatura del tumor y el ciclo del tumor, y no se extiende
sustancialmente al causar coagulacion, destruccion y/o necrosis de tejido en tejidos saludables, normales, del animal
o sujeto. La estructura y funcién de las células saludables y de los tejidos se mantiene sustancialmente sin dafio por
la practica de la invencion.

Las ventajas terapéuticas se pueden conseguir por la administracion de un minimo de dos, tres 0 mas anticuerpos
anti-aminofosfolipido desnudos o no conjugados; anticuerpos biespecificos; anticuerpos quiméricos; y/o diméricos,
triméricos o multiméricos. Los anticuerpos anti-aminofosfolipidos pueden ser combinados también con otras terapias
para proporcionar cantidades terapéuticamente efectivas combinadas, tal como se da a conocer en esta descripcion.

Si bien la comprensién del mecanismo de acciéon no es necesaria para la practica de la presente invencion de
tratamiento por anticuerpo anti-aminofosfolipidos, los métodos pueden funcionar para inducir citotoxicidad mediada
por células, lisis mediada de forma complementaria y/o apoptosis. Los métodos citotdxicos pueden ser también
basados en sefializacion celular inducida por anticuerpos (sefializacién directa) , o imitacion o alteracion de las rutas
de transduccion de sefales (sefializacion indirecta) . La capacidad de los anticuerpos anti-aminofosfolipidos para la
localizar y unirse a un componente de la propia membrana puede ser también relevante, en oposiciéon a otras
terapias anteriores que estan dirigidas en general a la unién a un componente de proteina o complejo de proteina,
que puede ser estéricamente distinto o distante de la superficie de la membrana propiamente dicha.

Los métodos de tratamiento dados a conocer en esta invencion incluyen, por tanto, administrar a un animal o
paciente que tiene un tumor vascularizado como minimo una primera composicion farmacéutica que comprende una
cantidad de como minimo un primer constructo anticuerpo efectivo para inducir, o para inducir especificamente,
citotoxicidad mediada por células de, como minimo, una parte de las células endoteliales vasculares del tumor. En
este caso, el primer constructo del anticuerpo es un anticuerpo desnudo o no conjugado, o fragmentos eficaces del
mismo, que se unen a un aminofosfolipido, preferentemente fosfatidilserina o fosfatidiletanolamina, presente,
expresada, translocada, presentada o en forma de complejo en la superficie luminal de las células endoteliales
vasculares del tumor y que induce citotoxicidad mediada por las células de como minimo una parte de las células
endoteliales vasculares del tumor, en oposicion a las células endoteliales en vasos normales. Como se usa en la
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presente descripcion, la citotoxicidad o destruccion mediada por células incluye eliminacion celular ADCC
(citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos) y NK (eliminador natural) .

Los métodos dados a conocer ademas incluyen administrar a un animal o paciente que tiene un tumor vascularizado
como minimo una primera composicion farmacéutica que contiene una cantidad de como minimo una primera
formacion de anticuerpo efectiva para inducir, o especificamente inducir, la lisis mediada por complemento de como
minimo una porcién de las células endoteliales vasculares del tumor. En la presente descripciéon, la primera
formacién de anticuerpo es un anticuerpo no conjugado o desnudo, o un fragmento efectivo del mismo, que se
enlaza a un aminofosfolipido, preferiblemente fosfatidilserina o fosfatidiletanolamina presente, expresada,
translocalizada, presentada o formando complejo en la superficie luminal de las células endoteliales vasculares del
tumor e induce la lisis mediada por complemento de como minimo una porcién de las células endoteliales vasculares
del tumor, en oposicién a las células endoteliales en vasos normales. Como se usa en la presente descripcion,
citotoxicidad o lisis dependiente del complemento o mediada por el complemento significa el proceso mediante el
cual se activa la cascada de coagulacién dependiente del complemento, se ensamblan complejos
multicomponentes, generando finalmente un complejo litico que tiene una accion litica directa, causando la
permeabilizacion de las células. Los anticuerpos anti-aminofosfolipidos para su uso para inducir la lisis mediada por
complemento generalmente incluiran una porcién Fc del anticuerpo.

Los mecanismos basados en complemento mediante los cuales la presente invencién puede operar ademas
incluyen ADCC activada por complemento. En estos aspectos, los anticuerpos no conjugados o desnudos
administrados, o fragmentos del mismo, se enlazan con un aminofosfolipido, preferiblemente fosfatidilserina o
fosfatidiletanolamina, presentes, expresados, translocalizados, presentados o formando complejo en la superficie
luminal de las células endoteliales vasculares del tumor e inducen ADCC activada por complemento de como
minimo una porciéon de las células endoteliales vasculares del tumor, en oposicién a las células endoteliales en
vasos normales. ADCC activada por complemento se usa para referirse al proceso mediante el cual el complemento,
no una porcién Fc de anticuerpo en si, retiene un complejo de componentes muiltiples juntos y en el cual las células
tales como los neutrofilos provocan lisis en la célula objetivo.

En otras realizaciones, los métodos dados a conocer incluyen administrar a un animal o paciente que tiene un tumor
vascularizado como minimo una primera composicién farmacéutica que contiene una cantidad de como minimo una
primera formacién de anticuerpo efectivo para inducir, o especificamente inducir, apoptosis en como minimo una
porcion de las células endoteliales vasculares del tumor. En la presente descripcion, la primera formacién de
anticuerpo es un anticuerpo no conjugado o desnudo, o un fragmento de enlace a antigeno del mismo, que se
enlaza a un aminofosfolipido, preferiblemente fosfatidilserina o fosfatidiletanolamina, presente, expresado,
translocalizado, presentado o formando complejo en la superficie luminal de las células endoteliales vasculares del
tumor y que induce apoptosis en como minimo una porcion de las células endoteliales vasculares del tumor, en
oposicion a las células endoteliales en vasos normales. Como se usa en la presente descripcién, induce apoptosis
significa que induce el proceso de la muerte celular programada que, durante las etapas iniciales, mantiene la
integridad de la membrana celular y luego transmite las sefiales que inducen la muerte en la célula. Esto se opone al
mecanismo de necrosis celular durante la cual la membrana celular pierde su integridad y se vuelve fragil al surgir el
proceso.

Los métodos de tratamiento de anticuerpos anti-aminofosfolipidos comportaran de manera general la administracion,
como minimo, de una dosis de un compuesto farmacéuticamente efectivo al animal de forma sistémica, por ejemplo,
por inyeccion intravenosa. No obstante, cualquier ruta de administracion que permita que el anticuerpo localice las
células endoteliales vasculares del tumor y que induzca citotoxicidad mediada por células, lisis mediada de forma
complementaria y apoptosis sera aceptable.

Administracion, como se usa en la presente descripcion, significa por lo tanto la disposicién o entrega de anticuerpos
anti-aminofosfolipidos en una cantidad o cantidades durante un periodo de tiempo efectivo para permitir el enlace
con un aminofosfolipido, preferiblemente fosfatidilserina o fosfatidiletanolamina, presente, expresado,
translocalizado, presentado o formando complejo en la superficie luminal de los vasos de transporte de sangre del
tumor vascularizado y ejercer un efecto destructivo de la vasculatura del tumor y regresivo del tumor. Generalmente
se prefiere la administracion pasiva de los anticuerpos proteinaceos, en parte, por su simplicidad y reproducibilidad.

Sin embargo, el término administracion se usa en la presente descripcion para referirse a cualquier y todo medio
mediante el cual los anticuerpos anti-aminofosfolipidos se administran o de otro modo se proporcionan a la
vasculatura del tumor. Administracién por lo tanto incluye la disposicion de células, tales como hibridomas, que
producen los anticuerpos anti-aminofosfolipidos de una manera efectiva para dar como resultado la administracion
de los anticuerpos anti-aminofosfolipidos a la vasculatura del tumor y/o su localizacién a esta vasculatura. En estas
realizaciones, puede ser deseable formular o agrupar las células productoras de anticuerpos en una membrana
selectivamente permeable, estructura o dispositivo implantable, generalmente uno que se pueda eliminar para cesar
la terapia.

Los términos administracién de anticuerpos, tal como se utiliza en esta descripcidn, se extiende también a todos los
métodos por los cuales se generan en un paciente anticuerpos anti-aminofosfolipido (anticuerpos endogenos) , que
les permiten circular y localizarse en la vasculatura del tumor. Por lo tanto, la administracion incluye también la
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inmunizacién activa de un paciente con una cantidad inmunogénicamente efectiva de una muestra de un
aminofosfolipido, antigeno o inmunégeno. Todos los métodos de inmunizacidn humana son apropiados para su
utilizacion en estas realizaciones, poniendo, por ejemplo, los que se describen a continuacion en el contexto de la
generacion de una respuesta de anticuerpo anti-aminofosfolipido en un animal a efectos de obtener el anticuerpo del
mismo. La administracion de anticuerpos exdgenos sera preferente en general con respecto al suministro basado en
células y en inmunizacién, dado que esto representa un método menos invasivo que permite la supervision y control
intimos de la dosis.

Los métodos de administracién de anticuerpos también se extienden a la disposicidon de acidos nucleicos que
codifican los anticuerpos anti-aminofosfolipidos de una manera efectiva para dar como resultado la expresion de los
anticuerpos anti-aminofosfolipidos en la vecindad de la vasculatura del tumor, y/o en la expresion de los anticuerpos
anti-aminofosfolipidos que pueden localizarse en la vasculatura del tumor. Cualquier técnica de terapia de genes se
puede emplear, tales como administracion de ADN natural, genes y vectores recombinantes, administracion basada
en células, incluyendo manipulacion ex vivo de las células del paciente, y similares.

Uno de los beneficios de la presente invencion es que los aminofosfolipidos, preferiblemente la fosfatidilserina y la
fosfatidiletanolamina, generalmente se expresan o estan disponibles en todos los vasos del tumor. La expresion de
aminofosfolipidos en vasos sanguineos intratumorales, establecidos, es ventajosa para conseguir el blanco y
destruir estos vasos ya que rapidamente se conducen los efectos antitumor. Sin embargo, en tanto los anticuerpos
anti-aminofosfolipidos administrados se enlacen a como minimo una porcién de los vasos de transporte de sangre,
los efectos antitumor significativos seran el resultado. Esto no sera problematico, ya que los aminofosfolipidos, tales
como fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina, se expresan en vasos centrales, grandes, y también en venas, vénulas,
arterias, arteriolas y capilares que transportan sangre en todas las regiones del tumor.

En cualquier caso, la capacidad de los anticuerpos anti-aminofosfolipidos para destruir las vasculatura del tumor
significa que se puede lograr la regresion del tumor, en vez de solamente la estasis del tumor. La estasis del tumor
frecuentemente es el resultado de terapias anti-angiogénicas que solamente dan en el blanco en los vasos
sobresalientes en la periferia de un tumor sélido y detienen la proliferacion de los vasos. Aun si la presente invencion
ataca a mas de las regiones periféricas del tumor en ciertos tipos de tumor, lo que no se cree actualmente que sea el
caso, la destruccion de los vasos de transporte de sangre en estas areas todavia conduciria a trombosis amplia y
necrosis del tumor.

En cualquiera de los métodos anteriores, los términos anticuerpo anti-aminofosfolipido, anticuerpo desnudo vy
anticuerpo no conjugado, como se usan en la presente descripcion, se refieren ampliamente a cualquier agente de
enlace inmunoldgico, tal como anticuerpos IgG, IgM, IgA, IgD e IgE policlonales y monoclonales. Generalmente, se
prefieren 1gG y/o IgM debido a que son los anticuerpos mas comunes en la situacion fisiolégica y debido a que se
hacen mas facilmente en un escenario de laboratorio.

Los anticuerpos anti-aminofosfolipidos policlonales, obtenidos a través de antisuero, se pueden emplear en la
invencion. Sin embargo, el uso de anticuerpos anti-aminofosfolipidos monoclonales (MAbs) se preferira
generalmente. Los MAbs se reconoce que tienen ciertas ventajas, por ejemplo, reproducibilidad y produccién a gran
escala, que los hace adecuados para el tratamiento clinico. La invenciéon proporciona, por lo tanto, anticuerpos
monoclonales de origen murino, humano, de mono, rata, hamster, conejo y hasta de sapo o pollo. Debido a la
facilidad de preparacion y rapida disponibilidad de reactivos, los anticuerpos monoclonales murinos se usaran en
ciertas realizaciones.

Como se entendera por los expertos en la técnica, los reactivos de enlace inmunolégico abarcados por el término
anticuerpo anti-aminofosfolipidos se extienden a todos los anticuerpos anti-aminofosfolipidos desnudos y no
conjugados de todas las especies, y fragmentos de enlace de antigenos de los mismos, incluyendo anticuerpos
diméricos, triméricos y multiméricos; anticuerpos biespecificos; anticuerpos quiméricos; anticuerpos humanos y
humanizados; anticuerpos recombinantes y disefiados técnicamente, y fragmentos de los mismos.

El término anticuerpo anti-aminofosfolipido se usa entonces para referirse a cualquier molécula parecida a
anticuerpo anti-aminofosfolipido que tiene una regién de enlace de antigeno, e incluye fragmentos de anticuerpos
tales como Fab', Fab, F (ab') 2, anticuerpos de dominio simple (DABs) , Fv, scFv (Fv de cadena simple) y similares.
Las técnicas para preparar y usar varias formaciones y fragmentos basados en anticuerpos son muy conocidas en la
técnica.

En ciertas realizaciones, los anticuerpos empleados seran anticuerpos humanos o humanizados. Los anticuerpos
humanizados generalmente son anticuerpos monoclonales quiméricos de raton, rata, u otras especies no humanas,
que tienen dominios de regiones constantes y/o variables humanas (anticuerpos quiméricos en parte-humanos) . En
gran medida, los anticuerpos monoclonales humanizados para su uso en la presente invencion seran anticuerpos
quiméricos en donde como minimo una primera region de enlace de antigeno, o regidon de determinacion de
complementariedad (CDR) , de un ratén, rata u otro anticuerpo monoclonal anti-aminofosfolipido no humano se une
operativamente o se injerta a una region constante de anticuerpo humano o estructura.
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Los anticuerpos monoclonales humanizados para su uso en la presente descripcion también pueden ser anticuerpos
monoclonales anti-aminofosfolipido a partir de especies no humanas en donde uno o mas aminoacidos
seleccionados se han intercambiado por aminoacidos mas comunmente observados en anticuerpos humanos. Esto
se puede lograr faciimente a través del uso de tecnologia recombinante de rutina, particularmente mutagénesis
especifica al sitio.

Los anticuerpos anti-aminofosfolipidos completamente humanos, en vez de humanizados, también se pueden
preparar y usar en la presente invencion. Estos anticuerpos humanos pueden ser anticuerpos policlonales, obtenidos
por pacientes humanos que tienen una o mas de una variedad de enfermedades, desérdenes o condiciones clinicas
asociadas con la produccion de anticuerpos anti-aminofosfolipidos. Estos anticuerpos se pueden concentrar,
parcialmente purificar o sustancialmente purificar para su uso en la presente descripcién.

También esta disponible una gama de técnicas para preparar anticuerpos monoclonales humanos. Como existen
pacientes humanos con enfermedades que producen anticuerpos anti-aminofosfolipidos, las células que producen
anticuerpos de anti-aminofosfolipidos de estos pacientes se pueden obtener y manipular in vitro para proporcionar
un anticuerpo monoclonal humano. Las manipulaciones o técnicas in vitro incluyen fusidon para preparar un
hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal y/o la clonacion del gen o genes que codifican el anticuerpo anti-
aminofosfolipido a partir de las células (anticuerpos recombinantes humanos) .

Las células humanas que producen anticuerpos anti-aminofosfolipidos también se pueden obtener a partir de sujetos
humanos sin una enfermedad asociada con anticuerpos anti-aminofosfolipidos, es decir, sujetos sanos en el
contexto de la presente invencion". Para lograr esto, simplemente se deberia obtener una poblacién de linfocitos de
sangre periférica mezclada de un sujeto humano, incluyendo células que presentan antigeno y producen
anticuerpos, y estimular la poblacién de células in vitro mezclando con una cantidad inmunogénicamente efectiva de
una muestra de aminofosfolipido. Nuevamente, las células que producen anticuerpos anti-aminofosfolipidos
humanas, en cuanto se obtienen, podrian usarse en la produccion de hibridomas y/o anticuerpos recombinantes.

Otras técnicas para la produccidon de anticuerpo monoclonal humano incluyen inmunizar un animal transgénico,
preferiblemente un raton transgénico, que comprende una biblioteca de anticuerpo humano con una cantidad
inmunogénicamente efectiva de una muestra de aminofosfolipido. Esto también genera células humanas que
producen anticuerpo anti-aminofosfolipido para su posterior manipulaciéon en produccién de hibridoma y/o anticuerpo
recombinante, con la ventaja de que las células del bazo, en vez de las células de la sangre periférica, se pueden
obtener facilimente del animal transgénico o ratén transgénico.

Tal como se utiliza en esta descripcion, el término anticuerpo anti-aminofosfolipido se utiliza de manera coextensiva
con desnudo y no conjugado con el significado de anticuerpos anti-aminofosfolipido, y fragmentos de unién a
antigeno de los mismos, que no estan conjugados o asociados operativamente con moléculas efectivas, tales como
un agente citotoxico o un coagulante. Ademas de las modificaciones no efectivas del anticuerpo, y de las
interacciones in vivo, el término desnudo no excluye en modo alguno combinaciones del anticuerpo con otros
agentes terapéuticos, tal como se da a conocer de manera detallada.

Como contraste, los anticuerpos anti-aminofosfolipidos, anticuerpos biespecificos, y fragmentos de unién de
antigenos de los mismos, que estan conjugados a agentes citotdxicos o anticelulares o asociados operativamente
con los mismos, se designan en esta descripcion inmunotoxinas anti-aminofosfolipidos. De manera similar, los
anticuerpos anti-aminofosfolipidos, anticuerpos biespecificos, y fragmentos de unién con antigenos de los mismos,
que estan conjugados o asociados operativamente con factores de coagulacion, se indican en esta descripcion
como coaguligandos anti-aminofosfolipidos. La utilizacion de inmunotoxinas anti-aminofosfolipidos y coaguligandos
anti-aminofosfolipidos en el tratamiento de tumores se prevé también por los presentes inventores y se da a conocer
en la solicitud PCT numero WO-A-00/02587.

Los anticuerpos anti-aminofosfolipidos preferentes para su uso en la presente invencién son anticuerpos anti-
fosfatidilserina (anti-PS) y anti-fosfatidiletanolamina (anti-PE) . Los anticuerpos anti-PS generalmente reconoceran,
se enlazaran, o tendran inmunoespecificidad para la molécula PS presente, expresada, translocalizada, presentada
o formando complejo en la superficie luminal de las células endoteliales vasculares del tumor. Los anticuerpos
adecuados se ligaran entonces a fosfatidil-L-serina (Umeda y otros, 1989) . Los anticuerpos anti-PE generalmente
reconoceran, se enlazaran a o tendran inmunoespecificidad para la molécula PE presente, expresada,
translocalizada, presentada o formando complejo en la superficie luminal de las células endoteliales vasculares del
tumor.

La administracion de anticuerpos anti-aminofosfolipidos a un animal con un tumor dara como resultado el enlace
especifico del anticuerpo a las moléculas de aminofosfolipido presentes, expresadas o translocalizadas en la
superficie luminal de los vasos sanguineos del tumor, es decir, los anticuerpos se enlazaran a las moléculas de
aminofosfolipidos en un ambiente bioldgico, natural. Por lo tanto, no sera necesaria ninguna manipulacién particular
para asegurar el enlace de anticuerpos.

Sin embargo, es de interés cientifico indicar que los aminofosfolipidos pueden ser mas posiblemente reconocidos o
enlazados, por anticuerpos anti-aminofosfolipidos cuando las moléculas de aminofosfolipidos se asocian con una o
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mas proteinas u otros componentes biolégicos que no sean lipidos. Por ejemplo, los anticuerpos anti-PS que se
presentan como un subconjunto de anticuerpos anti-fosfolipido (anti-PL) en pacientes con ciertas enfermedades y
desordenes se cree en este momento que se enlazan a PS en combinaciéon con proteinas tales como (-
glicoproteina | (B2- GPI o apolipoproteina H, apoH) y protrombina (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica
numero 5.344.758; Rote, 1996; incorporadas a la presente invencién como referencia) . De manera similar, los
anticuerpos anti-PE que se presentan en estados de enfermedad en este momento se cree que se enlazan a PE en
combinacion con proteinas tales como quininégeno de alto y bajo peso molecular (HK) , precalicreina y hasta un
factor XI (Sugi y Mclintyre, 1995; 1996a; 1996b) .

Este es el significado de los términos presentados y formando complejo en la superficie luminal de los vasos
sanguineos del tumor, como se usa en la presente descripcion, lo cual significa que las moléculas de
aminofosfolipido estan presentes en la superficie de los vasos sanguineos del tumor en un estado competente de
enlace de anticuerpo, independientemente de la definicion molecular de ese estado particular. PS se puede aun usar
de blanco como un complejo con factor Il/lla, VII/Vlla, IX/IXa y X/Xa. Mas aun, la naturaleza del objetivo
aminofosfolipido puede cambiar durante la practica de la invencion, ya que los efectos de enlace de anticuerpo de
aminofosfolipido inicial, célula anti-endotelial y antitumor pueden dar como resultado cambios biolégicos que alteran
el numero, la conformacién y/o el tipo de objetivo aminofosfolipido epitope (s) .

El término anticuerpo anti-aminofosfolipido, como se usa en el contexto de la presente invencion, significa por lo
tanto cualquier anticuerpo anti-aminofosfolipido no conjugado o desnudo, agente o antisuero de enlace
inmunoldgico; anticuerpo monoclonal, humano, humanizado, dimérico, trimérico, multimérico, quimérico,
biespecifico, recombinante o disefiado técnicamente; o Fab', Fab, F (ab') 2, DABs, Fv o fragmento de enlace de
antigeno scFv de los mismos; que como minimo se enlaza a un lipido y a un complejo que contiene un grupo amino
0 un objetivo aminofosfolipido, preferiblemente un objetivo basado en fosfatidilserina o fosfatidiletanolamina.

El requisito de que el anticuerpo como minimo se enlace a un objetivo aminofosfolipido se satisface por el anticuerpo
que se enlaza a alguno y/o todas la formas fisioldgicamente relevantes de los aminofosfolipidos, incluyendo el
llamado PS y PE hexagonal y hexagonal fase Il (Hexll PS y Hexll PE) (Rauch y otros, 1986; Rauch y Janoff, 1990;
Berard y otros, 1993) y PS y PE en combinaciéon con cualquier otra proteina, lipido, componente de membrana,
plasma, o componente de suero, o cualquier combinacién de los mismos. Por lo tanto, un anticuerpo anti-
aminofosfolipido es un anticuerpo que se enlaza a un aminofosfolipido en los vasos sanguineos del tumor, sin
importar el hecho de que la bicapa o micela de aminofosfolipidos se pueden considerar inmunogénicamente neutros.

Los anticuerpos anti-aminofosfolipidos pueden reconocer, enlazarse o tener inmunoespecificidad para moléculas
aminofosfolipidas, o un complejo inmunogénico de las mismas (incluyendo aminofosfolipidos hexagonales y
combinaciones de proteinas) , para la exclusion de otros fosfolipidos o lipidos. Estos anticuerpos se pueden
denominar anticuerpos especificos de aminofosfolipidos o restringidos de aminofosfolipidos, y su uso en la invencion
frecuentemente sera preferente. Los anticuerpos especificos para aminofosfolipidos o restringidos a los
aminofosfolipidos generalmente mostraran un enlace significativo a los aminofosfolipidos, al mismo tiempo que
muestran poco o ningun enlace significativo con otros componentes lipidos, tales como fosfatidilinositol (PI) ,
fosfatidilglicerol (PG) y hasta fosfatidilcolina (PC) en ciertas realizaciones.

Los anticuerpos especificos para PS o restringidos a PS generalmente mostraran enlaces significativos a PS, al
mismo tiempo que muestran poco o ningun enlace significativo a los componentes lipidos tales como la
fosfatidiletanolamina y la cardiolipina (CL) , asi como PC, Pl y PG. Los anticuerpos especificos para PE o
restringidos a PE generalmente muestran enlace significativo a PE, al mismo tiempo que muestran poco o ningun
enlace significativo a los componentes lipidos tales como la fosfatidilserina, la cardiolipina, asi como a PC, Pl y PG.
La preparacion de anticuerpos especificos anti-aminofosfolipidos se logra facilmente, por ejemplo, como se describe
por Rauch y otros, (1986) ; Umeda y otros, (1989) ; Rauch y Janoff (1990) ; y Rote y otros, (1993) .

Los anticuerpos anti-aminofosfolipidos de reaccién cruzada que reconocen, se enlazan o tienen inmunoespecificidad
para una molécula de aminofosfolipido, o un complejo inmunogénico de la misma (incluyendo aminofosfolipidos
hexagonales y combinaciones de proteinas) , ademas de mostrar un menor enlace pero detectable a otros
fosfolipidos o componentes lipidos de ninguna manera se excluyen de su uso en la invencion. Estos anticuerpos
anti-aminofosfolipidos de reaccién cruzada se pueden emplear en tanto se enlacen con un aminofosfolipido
presente, expresado, translocalizado, presentado o formando complejo en la superficie luminal de las células
endoteliales vasculares del tumor y ejercen un efecto antitumor en la administracion in vivo.

Otros anticuerpos adecuados especificos de aminofosfolipidos o restringidos a los aminofosfolipidos son aquellos
anticuerpos anti-aminofosfolipidos que se enlazan tanto a PS como a PE. Aunque claramente son especificos o
restringidos a los aminofosfolipidos, en oposicion a otros componentes lipidos, existen anticuerpos que se enlazan a
cada uno de los objetivos preferentes de la presente invencion. Ejemplos de esos anticuerpos para su uso en la
invencion incluyen, pero sin limitacion, PS3A, PSF6, PSF7, PSB4, PS3H1 y PS3E10 (Igarashi y otros, 1991) .

Otros anticuerpos anti-PS para su uso a titulo de ejemplo en la invencion incluyen, pero sin limitacion, BA3B5C4,
PS4A7, PS1G3 y 3SB9b; siendo los preferentes PS4A7, PS1G3 y 3SB9b. Los anticuerpos monoclonales, los
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anticuerpos humanizados y/o los fragmentos de enlace de antigenos basados en el anticuerpo 3SB9b (Rote y otros,
1993) actualmente son los mas preferentes.

Aunque los aminofosfolipidos, tales como PS y PE, en forma de bicapa o de micela se ha indicado que no son
antigénicos o son débilmente antigénicos, o no son inmunogénicos o débilmente inmunogénicos, la literatura
cientifica ha dado a conocer que no hay dificultad en generar anticuerpos anti-aminofosfolipidos, tales como anti-PS
y anti-PE. Los anticuerpos anti-aminofosfolipidos o anticuerpos monoclonales se pueden preparar facilmente
mediante procesos preparativos y métodos que comprenden:

(a) preparar una célula que produce anticuerpo anti-aminofosfolipido; y

(b) obtener un anticuerpo anti-aminofosfolipido o anticuerpo monoclonal a partir de la célula que produce el
anticuerpo.

Los procesos para preparar células que producen anticuerpos anti-aminofosfolipidos y que obtienen anticuerpos
anti-aminofosfolipidos de los mismos se pueden conducir en el sitio en un paciente dado. Esto es, simplemente
proporcionando un cantidad inmunogénicamente efectiva de una muestra de aminofosfolipido inmunogénico a un
paciente, dara como resultado una generacion de anticuerpo anti-aminofosfolipido. Por lo tanto, el anticuerpo anti-
aminofosfolipido se obtiene de la célula que produce el anticuerpo, pero no tiene que ser aislado de una célula
huésped y posteriormente proporcionarse a un paciente, siendo capaz de localizar espontaneamente la vasculatura
del tumor y ejercer sus efectos antitumor biolégicos.

Como se describe en la presente descripcion, las células que producen anticuerpo anti-aminofosfolipido se pueden
obtener, y los anticuerpos posteriormente aislados y/o purificados, a partir de paciente humanos con enfermedades
que producen anticuerpos anti-aminofosfolipidos, a partir de estimular los linfocitos de la sangre periférica con
aminofosfolipidos in vitro, y también mediante procesos y métodos de inmunizacion. Los ultimos de los cuales
generalmente comprenden:

(a) inmunizar un animal administrando al mismo como minimo una dosis, y opcionalmente mas de una dosis, de una
cantidad inmunogénicamente efectiva de una muestra de aminofosfolipido inmunogénico (tal como una forma
hexagonal, o hexagonal fase Il de un aminofosfolipido) , preferiblemente una muestra de PS o PE inmunogénico; y

(b) obtener una célula que produce anticuerpo anti-aminofosfolipido a partir del animal inmunizado.

La cantidad inmunogénicamente efectiva de la muestra o muestras de aminofosfolipido puede ser una muestra de
aminofosfolipido recubierta con Salmonella (Umeda y otros, 1989; incorporada a la presente invenciéon como
referencia) ; una micela, liposoma, complejo lipido o muestra de formulaciéon de lipido, aminofosfolipidos; o una
muestra de aminofosfolipido fabricada con SDS. Cualquiera de estas muestras de aminofosfolipido se puede
administrar en combinacion con cualquier adyuvante adecuado, tal como el adyuvante completo de Freunds (Rote y
otros, 1993) . Cualquier técnica o variacion empirica se puede emplear para aumentar la inmunogenicidad, y/o las
formas hexagonal o hexagonal fase Il de los aminofosfolipidos se pueden administrar.

La inmunizacidon se puede basar en una o mas inyecciones intraesplénicas de una cantidad inmunogénicamente
efectiva de una muestra aminofosfolipida (Umeda y otros, 1989) .

Independientemente de la naturaleza del proceso de inmunizacion, o del tipo de animal inmunizado, las células que
producen anticuerpo anti-aminofosfolipido se obtienen a partir del animal inmunizado y, preferiblemente, se
manipulan ademas por la mano del hombre. Un animal inmunizado, como se usa en la presente descripcion, es un
animal no humano, a menos que se diga expresamente lo contrario. Aunque se puede usar cualquier célula que
produce anticuerpos, mas preferiblemente se obtienen células del bazo como la fuente de células que producen
anticuerpos. Las células que producen anticuerpos anti-aminofosfolipidos se pueden usar en un proceso preparativo
que comprende:

(a) fusionar una célula que produce anticuerpos anti-aminofosfolipidos con una célula inmortal para preparar un
hibridoma que produzca un anticuerpo anti-aminofosfolipido monoclonal y

(b) obtener un anticuerpo anti-aminofosfolipido monoclonal a partir de hibridoma.

Los métodos preparativos de anticuerpos monoclonales basados en hibridoma incluyen, por lo tanto, aquellos que
comprenden:

(a) inmunizar un animal administrando al mismo como minimo una dosis, y opcionalmente mas de una dosis, de una
cantidad inmunogénicamente efectiva de una muestra de aminofosfolipido inmunogénico (tal como una forma
hexagonal, o hexagonal fase Il de un aminofosfolipido) , preferiblemente una muestra de PS o PE inmunogénica;

(b) preparar un conjunto de hibridomas que producen anticuerpos monoclonales a partir del animal inmunizado;
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(c) seleccionar del conjunto como minimo un primer hibridoma que produzca como minimo un primer anticuerpo
monoclonal anti-aminofosfolipido, y preferiblemente como minimo un primer anticuerpo monoclonal aminofosfolipido
especifico; y

(d) cultivar como minimo un primer hibridoma que produce anti-aminofosfolipido o aminofosfolipido especifico para
proporcionar como minimo un primer anticuerpo monoclonal anti-aminofosfolipido o anticuerpo monoclonal
especifico para aminofosfolipido; y preferiblemente

(e) obtener como minimo un primer anticuerpo monoclonal anti-aminofosfolipido o anticuerpo monoclonal especifico
para aminofosfolipido a partir del cultivo de como minimo un primer hibridoma.

Al utilizar animales no humanos para la inmunizacion, los anticuerpos monoclonales anti-aminofosfolipidos obtenidos
de este hibridoma frecuentemente tendran una conformacion no humana. Estos anticuerpos se pueden someter
opcionalmente a un proceso de humanizacion, injerto o mutaciéon, como es conocido por los expertos en la técnica y
se describe adicionalmente en la presente descripcion. De manera alternativa, los animales transgénicos, tales como
ratones, se pueden usar comprendiendo una biblioteca de genes de anticuerpos humanos. La inmunizacion de estos
animales por lo tanto dara como resultado directamente la generacion de anticuerpos anti-aminofosfolipidos
humanos.

Después de la produccion de una célula que produce anticuerpo adecuado, mas preferiblemente un hibridoma, ya
sea produciendo anticuerpos humanos o no humanos, los acidos nucleicos que codifican el anticuerpo monoclonal
se pueden clonar para preparar un anticuerpo monoclonal recombinante. Se puede utilizar cualquier técnica de
clonaciéon recombinante, incluyendo el uso de PCR para iniciar la sintesis de las secuencias de acido nucleico que
codifican anticuerpos. Por lo tanto, métodos todavia mas apropiados para preparar anticuerpos monoclonales
incluyen aquellos que comprenden usar la célula que produce anticuerpo anti-aminofosfolipido como sigue:

(a) obtener como minimo una primera molécula de acido nucleico o segmento que codifica anticuerpo anti-
aminofosfolipido a partir de una célula que produce anticuerpo anti-aminofosfolipido, preferiblemente un hibridoma; y

(b) expresar la molécula de acido nucleico o el segmento en una célula huésped recombinante para obtener un
anticuerpo monoclonal anti-aminofosfolipido recombinante.

Sin embargo, otras técnicas recombinantes poderosas estan disponibles idealmente adaptadas a la preparacion de
anticuerpos monoclonales recombinantes. Estas técnicas recombinantes incluyen los métodos preparativos de
anticuerpos monoclonales basados en biblioteca de fagémido que comprenden:

(a) inmunizar un animal administrando al mismo como minimo una dosis, y opcionalmente mas de una dosis, de una
cantidad inmunogénicamente efectiva de una muestra de aminofosfolipido inmunogénico (tal como una forma
hexagonal o hexagonal fase Il de un aminofosfolipido) , preferiblemente una muestra de PS o PE inmunogénico;

(b) preparar una biblioteca de fagémido de inmunoglobulina combinatoria que expresa ARN aislado a partir de
células que producen anticuerpos, preferiblemente del bazo, del animal inmunizado;

(c) seleccionar de la biblioteca del fagémido como minimo un primer clon que expresa como minimo un primer
anticuerpo anti-aminofosfolipido, y preferiblemente, como minimo un primer anticuerpo especifico para
aminofosfolipido;

(d) obtener acidos nucleicos que codifican anticuerpos anti-aminofosfolipidos a partir de como minimo un primer clon
seleccionado y expresar los acidos nucleicos en una célula huésped recombinante para proporcionar como minimo
un primer anticuerpo anti-aminofosfolipido o anticuerpo especifico aminofosfolipido; y preferiblemente

(e) obtener como minimo un primer anticuerpo anti-aminofosfolipido o anticuerpo especifico para aminofosfolipido
expresado por los acidos nucleicos obtenidos a partir de como minimo un primer clon seleccionado.

Nuevamente, en estas técnicas basadas en biblioteca de fagémidos, se pueden emplear animales transgénicos que
llevan bibliotecas de genes de anticuerpos humanos produciendo, por lo tanto, anticuerpos monoclonales humanos
recombinantes.

Independientemente de la manera de preparacion de un primer segmento de acido nucleico de anticuerpo anti-
aminofosfolipido, otros segmentos de acido nucleico de anticuerpo anti-aminofosfolipido adecuados se pueden
preparar facilimente mediante técnicas de biologia molecular estandares. Con el fin de confirmar que cualquier
segmento de acido nucleico de anticuerpo anti-aminofosfolipido variante, mutante o de segunda generacion, es
adecuado para su uso en la presente invencion, el segmento de acido nucleico se probara para confirmar la
expresion de un anticuerpo que se enlaza a un aminofosfolipido. Preferiblemente, el segmento de acido nucleico de
anticuerpo anti-aminofosfolipido variante, mutante o de segunda generacion, también se probara para confirmar la
hibridizacién a un segmento de acido nucleico de anticuerpo anti-aminofosfolipido bajo condiciones estandares, mas
preferiblemente, condiciones de hibridizacion estandares estrictas. Las condiciones de hibridizacion adecuadas, a
titulo de ejemplo, incluyen la hibridizacion en aproximadamente 7 por ciento de dodecil sulfato de sodio (SDS) ,
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aproximadamente 0, 5 M NaPO,, aproximadamente de 1 mM EDTA a aproximadamente 50°C; y lavado con
aproximadamente 1 por ciento de SDS a aproximadamente 42°C.

Dado que una variedad de anticuerpos monoclonales recombinantes, ya sean humanos o no humanos en origen, se
pueden preparar faciimente, los métodos de tratamiento de la invencién se pueden ejecutar proporcionando al
animal o paciente como minimo un primer segmento de acido nucleico que expresa una cantidad biolégicamente
efectiva de como minimo un primer anticuerpo anti-aminofosfolipido en el paciente. El segmento de acido nucleico
que expresa un anticuerpo anti-aminofosfolipido generalmente estara en forma de como minimo una formacién de
expresion, y puede estar en forma de una formaciéon de expresién que comprende un virus o dentro de una célula
huésped recombinante. Preferiblemente los vectores de terapia de genes de la presente invencién generalmente
seran vectores virales, tales como comprendidos dentro de retrovirus recombinantes, virus de herpes simple (HSV) ,
adenovirus, virus adenoasociados (AAV) , citomegalovirus (CMV) , y similares.

En ciertas realizaciones, primero tiene que formarse una imagen de la vasculatura del tumor vascularizado del
animal o paciente que se va a tratar. Generalmente esto se logra administrando al animal o al paciente una cantidad
diagndsticamente efectiva de como minimo una primera composicion farmacéutica que comprende como minimo
una primera formacién de enlace aminofosfolipido etiquetada detectablemente, tal como una formacion de agente
anticuerpo-aminofosfolipido detectable, que se enlaza e identifica con un aminofosfolipido, preferiblemente
fosfatidilserina o fosfatidiletanolamina, presente, expresado, translocalizado, presentado o formando complejo en la
superficie luminal de los vasos sanguineos del tumor vascularizado. Por lo tanto, la invencién proporciona ademas
composiciones para su uso en, y métodos de, distinguir entre los vasos sanguineos de tumor y/o intratumorales y los
vasos sanguineos normales. La distincion se logra administrando una o mas de las formaciones de enlace de
aminofosfolipidos etiquetados detectablemente descritas.

La formacion de enlace de aminofosfolipidos etiquetados detectablemente o la formacion de agente anticuerpo anti-
aminofosfolipido detectable puede comprender un compuesto detectable porra (}los X, tal como blsmuto (III , oro QIII)

Iantano (1M o plomo (1) ; un ion radioactivo, tal como cobre gallo gallo |nd|o |nd|o , yodo , yodo %
yodo 31 mercur|o197, mercurio?®® , renio’ 6, renio'® , 8 rubidio®” rub|d|o tecnetlo ™ o itrio® ; un is6topo de resonancia
de giro magnética nuclear, tal como cobalto (ll) , cobre (II) , cromo (III) , disprosio (Ill) , erbio (lll) , gadolinio (lll) ;
holmio (lll) , hierro (Il) , hierro (lll) , manganeso (Il) ; neodimio (ll) , niquel (Il) , samario (lll) , terbio (lll) , vanadio (II)
o iterbio () ; o rodamina o fluoresceina.

La formacion previa de imagen antes del tratamiento del tumor se puede llevar a cabo, por lo tanto, mediante:

(a) administrar al animal o paciente una cantidad diagndsticamente efectiva de una composicion farmacéutica que
comprende como minimo una primera formacién de enlace de aminofosfolipido etiquetada detectablemente que
comprende un agente de diagnostico operativamente unido a un anticuerpo, proteina de enlace o ligando, o un
fragmento de enlace de aminofosfolipido de los mismos, que se enlaza a un aminofosfolipido, preferiblemente
fosfatidilserina o fosfatidiletanolamina, presente, expresado, translocalizado, presentado o formando complejo en la
superficie luminal de los vasos sanguineos o los vasos sanguineos intratumorales del tumor vascularizado; y

(b) detectar posteriormente la formacién de enlace de aminofosfolipido etiquetada detectablemente unida a un
aminofosfolipido, preferiblemente fosfatidilserina o fosfatidiletanolamina, en la superficie luminal del tumor o vasos
sanguineos intratumorales, mediante lo cual se obtiene una imagen de la vasculatura del tumor.

El tratamiento para el cancer también se puede llevar a cabo mediante:

a) formar una imagen de un tumor vascularizado administrando a un animal o paciente que tiene un tumor
vascularizado una cantidad minima diagndsticamente de como minimo una primera formacién de enlace de
aminofosfolipido etiquetada detectablemente que comprende un agente de diagnéstico operativamente unido a un
anticuerpo, enlazar la proteina o ligando, o el fragmento de enlace de aminofosfolipido de los mismos, que se enlaza
con un aminofosfolipido, preferiblemente fosfatidilserina o fosfatidiletanolamina, en la superficie luminal del tumor o
los vasos sanguineos intratumorales del tumor vascularizado, formando mediante esto una imagen detectable de la
vasculatura del tumor; y

(b) administrar posteriormente al mismo animal o paciente una cantidad terapéuticamente optimizada de como
minimo un primer anticuerpo desnudo, o un fragmento de enlace a antigeno del mismo, que se enlaza con un
aminofosfolipido, preferiblemente fosfatidilserina o fosfatidiletanolamina, en la superficie luminal de los vasos
sanguineos tumorales y mediante esto se destruye la vasculatura del tumor.

Las formulaciones o medicamentos para formacion de imagen y tratamiento se proporcionan de este modo, los
cuales comprenden en general:

(a) una primera composicion farmacéutica que comprende una cantidad diagnésticamente efectiva de una formacion
de enlace de aminofosfolipido etiquetada detectablemente que comprende un agente detectable operativamente
unido a un anticuerpo, una proteina o ligando de enlace, o un fragmento de enlace de aminofosfolipido del mismo,
que se enlaza a un aminofosfolipido, preferiblemente fosfatidilserina o fosfatidiletanolamina, en la superficie luminal
del tumor o en los vasos sanguineos intratumorales del tumor vascularizado; y
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(b) como minimo una segunda composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de
como minimo un segundo anticuerpo anti-aminofosfolipido, preferiblemente una anti-fosfatidilserina o anti-
fosfatidiletanolamina, o un fragmento de enlace a antigeno de los mismos.

En estos medicamentos, se tendran ventajas en que la primera y segunda composiciones farmacéuticas
comprenden los mismos agentes objetivos, por ejemplo, anticuerpos anti-aminofosfolipido, o fragmentos de los
mismos, de la misma preparaciéon de anticuerpos, o preferiblemente, del mismo hibridoma que produce el
anticuerpo.

En los aspectos de formacién de imagen de la vasculatura de la invencion, se reconoce que la formacion de enlace
de aminofosfolipido etiquetada detectablemente administrada, o el agente de anticuerpo detectable de anti-
aminofosfolipido, puede en si misma tener un efecto terapéutico. Mientras que esto no se excluye de la invencion,
las cantidades de las formaciones etiquetadas detectablemente que se van a administrar generalmente se elegirian
como cantidades diagnosticamente efectivas, las cuales tipicamente son menores que las cantidades requeridas
para el beneficio terapéutico.

En las realizaciones de formacion de imagen, el agente objetivo puede estar basado en anticuerpos o basado en
ligando de enlaces o proteinas de enlace. Aunque no se conecta previamente con tumores o con la vasculatura del
tumor, las composiciones de ligando de enlace de aminofosfolipido etiquetadas detectablemente son conocidas en
la técnica y en este momento pueden, a la luz de esta motivacién y la presente descripcion, ser usadas en los
procesos combinados de formacion de imagenes y tratamiento de la presente invencion. Las anexinas etiquetadas
detectablemente de la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Numero 5.627.036; WO 95/19791; WO
95/27903; WO 95/34315; WO 96/17618; y WO 98/04294; se pueden emplear de este modo.

Las anteriores formulaciones o medicamentos de tratamiento y de representacion pueden comprender también de
manera adicional uno o varios agentes anti-cancerigenos. Es decir, la presente invencidon comprende las
formulaciones y tratamientos de combinacién y de representacion que comprenden en general (a) cantidades
diagndsticamente efectivas de constructos de unién de aminofosfolipidos marcados de manera detectable; (b)
cantidades terapéuticamente efectivas de anticuerpos no conjugados anti-aminofosfolipidos, preferentemente anti-
fosfatidilserina o anti-fosfatidiletanolamina, o fragmentos de unién de antigenos de los mismos; y (c) cantidades
terapéuticamente efectivas de como minimo otros agentes anti-cancerigenos.

En otras realizaciones, los animales o pacientes que se van a tratar mediante la presente invenciéon se someten
ademas a cirugia o radioterapia, o se les proporciona una cantidad terapéuticamente efectiva de como minimo un
primer agente anticancer. El como minimo un primer agente anticancer en este contexto significa como minimo un
primer agente anticancer ademas del anticuerpo anti-aminofosfolipido desnudo (preferentemente anti-fosfatidilserina
o anti-fosfatidiletanolamina) . EI como minimo un primer agente anticancer se puede considerar, por lo tanto, que es
como minimo un segundo agente anticancer, en donde el anticuerpo anti-aminofosfolipido desnudo es un primer
agente anticancer. Sin embargo, esto es puramente materia de semantica, y el significado practico quedara claro
para los expertos en la técnica.

El como minimo un primer agente anticancer se puede administrar simultaneamente al animal o paciente
sustancialmente con el anticuerpo anti-aminofosfolipido, o un fragmento de enlace a antigeno del mismo; tal como a
partir de una sola composicion farmacéutica o a partir de dos composiciones farmacéuticas administradas muy
cercana una de la otra.

De manera alternativa, el como minimo un primer agente anticancer se puede administrar al animal o paciente en un
momento secuencial a la administracion del como minimo un primer anticuerpo anti-aminofosfolipido, o un fragmento
de enlace a antigeno del mismo. En un momento secuencial, como se usa en la presente descripcion, significa
escalonadas, de manera que como minimo un primer agente anticancer se administra al animal o paciente en un
tiempo distinto a la administracién de como minimo un primer anticuerpo anti-aminofosfolipido. Generalmente, los
dos agentes se administran en momentos efectivamente separados para permitir que los dos agentes ejerzan sus
efectos terapéuticos respectivos, es decir, se administran en intervalos de tiempo biolégicamente efectivos.

El como minimo un primer agente anticancer se puede administrar al animal o paciente en un momento
bioldgicamente efectivo antes del anticuerpo anti-aminofosfolipido o fragmento del mismo, o en un tiempo
bioldgicamente efectivo posterior a la formacion del fragmento de anticuerpo anti-aminofosfolipido. La administracion
de uno o mas agentes anticancer dirigidos a un no-aminofosfolipido en un tiempo terapéuticamente efectivo
subsecuente al anticuerpo anti-aminofosfolipido se puede desear particularmente, en la que el agente anticancer es
una inmunotoxina de células antitumor disefiada para matar las células del tumor en la circunferencia mas externa
del tumor, y/o en la que el agente anticancer es un agente anti-angiogénico disefiado para evitar la micrometastasis
de cualquier célula tumoral restante. Estas consideraciones seran conocidas por los expertos en la técnica.

La administracién de uno o mas agentes anticancer dirigidos a no-aminofosfolipidos en un tiempo terapéuticamente
efectivo antes de un anticuerpo anti-aminofosfolipido se puede emplear particularmente cuando el agente anticancer
se disefia para aumentar la expresion de aminofosfolipidos. Esto se puede lograr usando agentes anticancer que
dafan, o inducen apoptosis, en el endotelio del tumor. Los agentes anticancer, a titulo de ejemplo, incluyen, por
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ejemplo, taxol, vincristina, vinblastina, neomicina, combretastatina (s) , podofilotoxina (s) , TNF-a, angiostatina,
endostatina, vasculostatina, a,$zantagonistas, ionéforos de calcio, agentes que inducen el flujo de calcio, cualquier
derivado o profarmaco de los mismos.

Uno o mas agentes anticancer adicionales pueden ser agentes quimioterapéuticos, agentes radioterapéuticos,
citoquinas, agentes anti-angiogénicos, agentes que inducen apoptosis o inmunotoxinas o coaguligandos anticancer.
Agentes quimioterapéuticos, como se usan en la presente descripcion, se refieren a agentes o farmacos
quimioterapéuticos clasicos usados en el tratamiento de malignidades. Este término se usa para simplicidad
independientemente del hecho de que otros compuestos se pueden describir técnicamente como agentes
quimioterapéuticos, porque ejercen efecto anticancer. Sin embargo, quimioterapéutico ha llegado a tener un
significado distinto en la técnica y se esta usando de acuerdo con este significado estandar.

En la presente descripcion se describen, a titulo de ejemplo, varios agentes quimioterapéuticos. Las personas con
experiencia ordinaria en la técnica facilmente entenderan los usos y dosis adecuadas de los agentes
quimioterapéuticos, aunque las dosis se pueden reducir cuando se usan en combinacion con la presente invencion.
Una nueva clase de farmacos que también se pueden denominar agentes quimioterapéuticos son agentes que
inducen la apoptosis. Cualquiera de uno o mas de estos farmacos, incluyendo genes, vectores y formaciones
antisentido, como sea apropiado, también se pueden usar junto con la presente invencion.

Las inmunotoxinas o coaguligandos anticancer son otros agentes anticancer adecuados. Inmunotoxinas o
coaguligandos anticancer, o formaciones de agente terapéutico/agente objetivo, se basan en agentes objetivo,
incluyendo anticuerpos o fragmentos de enlace de antigenos de los mismos, que se enlazan a un componente que
es blanco de una célula tumoral, vasculatura de tumor o estroma de tumor, y que estan unidos operativamente a un
agente terapéutico, generalmente un agente citotéxico (inmunotoxina) o factor de coagulaciéon (coaguligando) . Un
componente dirigible de una célula de tumor, vasculatura de tumor o estroma de tumor, preferiblemente es un
componente que se expresa en superficie, accesible en superficie o localizado en superficie, aunque los
componentes liberados de células tumorales necréticas o dafiadas de otra manera, o las células endoteliales
vasculares también pueden ser el blanco, incluyendo los antigenos de células tumorales citosdlicas y/o nucleares.

Se pueden usar tanto agentes de objetivo de anticuerpo y no anticuerpo, incluyendo factores de crecimiento, tales
como VEGF y FGF; péptidos que contienen el tripéptido R-G-D, que se enlazan especificamente a la vasculatura del
tumor; y otros componentes objetivo, tales como anexinas y ligandos relacionados.

Las inmunotoxinas o coaguligandos de células antitumores pueden comprender anticuerpos ejemplificados mediante
el grupo que consiste en B3 (ATCC HB 10573) , 260F9 (ATCC HB 8488) , D612 (ATCC HB 9796) y KS1/4, este
anticuerpo KS1/4 obtenido a partir de una célula que comprende el vector pPGKC2310 (NRRL B-18356) o el vector
pG2A52 (NRRL B-18357) .

Las inmunotoxinas o coaguligandos de estromas antitumor generalmente comprenden anticuerpos que se enlazan a
un componente de tejido conectivo, un componente de membrana de base o un componente de plaqueta activada;
como se ejemplifica enlazandose a fibrina, RIBS o LIBS.

Las inmunotoxinas o coaguligandos de vasculatura antitumor pueden comprender ligandos, anticuerpos o
fragmentos de los mismos, que se enlazan a un componente expresado en superficie, accesible en superficie o
localizado en superficie de los vasos de transporte de sangre, preferiblemente los vasos sanguineos intratumorales,
de un tumor vascularizado. Estos anticuerpos incluyen aquellos que se enlazan a componentes expresados en
superficie de los vasos sanguineos intratumorales de un tumor vascularizado, incluyendo los mismos
aminofosfolipidos, y los receptores de superficie de células de la vasculatura intratumoral, tales como endoglina
(anticuerpos TEC-4 y TEC-11) , un receptor TGF, selectina-E, selectina-P, VCAM-1, ICAM-1, PSMA, un receptor
VEGF/VPF, un receptor FGF, un TIE, integrina a,8s, pleiotropina, endosialina y proteinas MHC Clase Il. Los
anticuerpos también se pueden enlazar a componentes inducibles por citoquina o inducibles por coagulante de los
vasos sanguineos intratumorales.

Otras inmunotoxinas o coaguligandos de vasculatura antitumor pueden comprender anticuerpos, o fragmentos de
los mismos, que se enlazan a un factor de crecimiento o ligando que se enlaza a un receptor de superficie de célula
de vasculatura intratumoral. Estos anticuerpos incluyen aquellos que se enlazan con VEGF/VPF (anticuerpos GV39
y GV97) , FGF, TGF, un ligando que se enlaza a un TIE, una isoforma de fibronectina asociada con tumor, factor
de dispersion/factor de crecimiento de hepatocito (HGF) , factor de plaqueta 4 (PF4) , PDGF y TIMP. Los
anticuerpos, o fragmentos de los mismos, también se pueden unir a un complejo de ligando:receptor o a un complejo
de factor de crecimiento:receptor, pero no el ligando o factor de crecimiento, o al receptor, cuando el ligando o factor
de crecimiento o el receptor no esta en el complejo de ligando:receptor o factor de crecimiento:receptor.

Las formaciones de célula antitumor, estroma antitumor o agente terapéutico-anticuerpo de vasculatura antitumor
pueden comprender agentes citotoxicos, tales como toxinas derivadas de plantas, hongos o bacterias
(inmunotoxinas) . Frecuentemente se preferirda la cadena de ricina A y ricina A desglicosilada, y gelonina y
angiopoyetinas también se tendran en cuenta. Las formaciones de células antitumor, estroma antitumor o agente
terapéutico-anticuerpo de vasculatura antitumor pueden comprender factores de coagulacién o segundas regiones
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de enlace con anticuerpos que se enlazan a los factores de coagulacion (coaguligandos) . La asociacion operativa
con el Factor de Tejido o los derivados del Factor de Tejido, tales como el Factor de Tejido truncado, frecuentemente
se preferiran.

La presente invencion da a conocer ademas una serie de equipos (kits) terapéuticos novedosos, medicamentos y/o
cocteles para su uso, junto con la invencion. Los equipos, medicamentos y/o cocteles generalmente comprenden
una cantidad efectiva combinada de un agente anticancer y un anticuerpo, o un fragmento de enlace a antigeno del
mismo, que se enlaza a un aminofosfolipido, preferiblemente fosfatidilserina o fosfatidiletanolamina.

En el caso en el que el objetivo primario de este conjunto o equipo es la terapia de combinacion, el equipo puede
comprender ademas de manera adicional un componente de representacion, en general un cantidad eficaz desde el
punto de vista diagndstico de un constructo de union de aminofosfolipido marcado de manera detectable, tal como
un anticuerpo anti-aminofosfolipido de marcado o un fragmento de unién de antigeno del mismo.

Los equipos y medicamentos comprenderan, preferiblemente en elementos contenedores adecuados, una cantidad
biolégicamente efectiva de como minimo un primer anticuerpo, o un fragmento de enlace a antigeno del mismo, que
se enlaza a un aminofosfolipido, preferiblemente fosfatidilserina o fosfatidiletanolamina; en combinaciéon con una
cantidad biolégicamente efectiva de como minimo un primer agente anticancer. Los componentes de los equipos y
medicamentos se pueden disponer dentro de un solo contenedor o elemento contenedor, o disponer dentro de
distintos contenedores o elementos contenedores. Los cdcteles generalmente se mezclaran entre si para uso
combinado.

La gama entera de formacion de anticuerpos anti-aminofosfolipidos, como se describié anteriormente, se puede
emplear en los equipos, medicamentos y/o cocteles, siendo preferente con anticuerpos humanos, humanizados,
monoclonales, anti-PS y anti-PE, o fragmentos de los mismos. Los agentes anticancer son aquéllos como se
describieron anteriormente, incluyendo agentes quimioterapéuticos, agentes radioterapéuticos, agentes anti-
angiogénicos, agentes apoptdpicos, inmunotoxinas y coaguligandos. Los agentes formulados para administracion
intravenosa frecuentemente seran los preferentes.

Breve descripcion de los dibujos

Los siguientes dibujos forman parte de la presente especificacion, y se incluyen para demostrar adicionalmente
ciertos aspectos de la presente invencion. La invencion se puede entender mejor haciendo referencia a uno o mas
de estos dibujos en combinacion con la descripcion detallada de las realizaciones especificas presentadas en la
presente descripcion.

Figura 1A y Figura 1B. Actividad de anti-VCAM-1+tTF unido a la célula in vitro. Figura 1A. Enlace del coaguligando
anti-VCAM-1+tTF con células bEnd.3 no estimuladas (de control) y activadas con IL-1a. Figura 1B. Generacion del
factor Xa por coaguligando anti-VCAM-1+tTF ligado a la célula.

Figura 2. Retardo de crecimiento de tumores L540 en ratones tratados con anti-VCAM-1+tTF. Ratones que llevan el
tumor L540 se inyectaron intravenosamente, ya sea con solucion salina, 20 ug de anti-VCAM-1+tTF, 4 ug de tTF no
conjugado, o 20 ug de IgG-tTF de control. Las inyecciones se repitieron en el dia 4 y 8 después del primer
tratamiento. Los tumores se midieron diariamente. Se muestra el volumen medio del tumor y la SD (desviacion
estandar) de 8 ratones por grupo.

Figura 3. La activacion del coaguligando en bloques de Anexina V del Factor X in vitro. Se incubaron células bEnd.3
estimuladas con IL-1a con coaguligando anti-VCAM-+tTF en placas de microtitulacién de 96 pocillos, como se
describe en el Ejemplo V. La anexina V se afadié a concentraciones que varian de 0, 1 a 10 pg/mililitro (como se
muestra) , y las células se incubaron durante 30 minutos antes de la adiciéon de Proplex T diluido. La cantidad de
Factor X, generado en la presencia o ausencia de Anexina V se determiné usando un sustrato cromogénico, como
se describe en el Ejemplo V.

Flgura 4A y Figura 4B. Efectos antitumor de anticuerpos anti-PS naturales o desnudos en animales con tumores
singénicos y xenogénicos. 1x10’ células de carcinoma colorrectal murino Colo 26 (Figura 4A) , o linfoma de Hodgkln
humano L540 (Figura 4B) se inyectaron simultaneamente en el flaco derecho de ratones Balb/c (Figura 4A) ,
ratones machos CB17 SCID (Flgura 4B) , respectivamente. Los tumores se dejaron crecer a un tamafio de
aproximadamente 0, 6-0, 9 cm®, y luego los ratones (4 animales por grupo) se inyectaron intraperitonealmente con
20 pg de anticuerpo anti-PS natural (cuadros abiertos) o solucion salina (circulos abiertos) (IgM de ratén de control
dio resultados similares que la solucién salina) . El tratamiento se repitié 3 veces con un intervalo de 48 horas. Los
animales se inspeccionaron diariamente para mediciones de tumor y peso corporal. El volumen del tumor se calculd
como se describe en el Ejemplo VII. Los ratones se sacrificaron cuando los tumores alcanzaron 2 cm®, o antes si los
tumores mostraron signos de necrosis o ulceracion.
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Descripcion de realizaciones ilustrativas
A. Destruccion de tumor usando coaguligando VCAM-1

Los tumores solidos y carcinomas son mas del 90 por ciento de todos los canceres en el hombre. Aunque el uso de
anticuerpos monoclonales e inmunotoxinas se ha investigado en la terapia de linfomas y leucemias (Vitetta y otros,
1991) , estos agentes han sido desafortunadamente ineficaces en ensayos clinicos contra carcinomas y otros
tumores sdlidos (Abrams y Oldham, 1985) . Una razén principal para la ineficacia de los tratamientos basados en
anticuerpos es que las macromoléculas no se transportan faciimente a los tumores solidos. Aun cuando ya estan
dentro de una masa tumoral, estas moléculas fallan en distribuirse uniformemente, debido a la presencia de uniones
fuertes entre las células de tumores, estroma fibroso, gradientes de presion intersticial y barreras del sitio de union
(Dvorak y otros, 1991) .

Para desarrollar nuevas estrategias para tratar tumores solidos, los métodos que involucran el ataque a la
vasculatura del tumor, en vez de a las células del tumor, ofrecen distintas ventajas. Una destruccion efectiva o
bloqueo de los vasos del tumor detiene el flujo sanguineo a través del tumor y da como resultado una avalancha de
la muerte celular del tumor. Las formaciones de anticuerpo-toxina y anticuerpo-coagulante han sido ya usadas con
elevada efectividad en el ataque especifico y destruccion de vasos del tumor, dando como resultado la necrosis del
tumor (Burrows y otros, 1992; Burrows y Thorpe, 1993; WO 93/17715; WO 96/01653; Huang y otros, 1997) .

Se describen agentes citotoxicos para el ataque de la vasculatura de tumores en las siguientes patentes: Patentes
U.S.A. N%. 5.855.866; 5.776.427, 5.863.538; 5.660.827; 6.004.554; 5.965.132 y 6.051.230. Se describen
coagulantes para ataque tumoral en las siguientes patentes: Patentes U.S.A. N* 5.855.866; 5.877.289; 5.965.132;
6.004.555; 6.036.955; y 6.093.399.

Cuando se usan anticuerpos, factores de crecimiento u otros ligandos de enlace para administrar especificamente
un coagulante a la vasculatura del tumor, estos agentes se denominan coaguligandos. Un coagulante actualmente
preferente para su uso en coaguligandos es el Factor de Tejido truncado (tTF) (Huang y otros, 1997; WO 96/01653;
Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Numero 5.877.289) . El TF (Factor de Tejido) es un iniciador
importante de la coagulacion de la sangre (Ruf y otros, 1991) . En sitios de lesiones, el Factor VII/Vlla en la sangre
se pone en contacto y se enlaza con el Factor de Tejido en las células en los tejidos perivasculares. EI complejo
TF:Vlla, en presencia de la superficie del fosfolipido, activa los factores IX y X. Esto, a su vez, conduce a la
formacién de trombina y fibrina y, finalmente, un coagulo sanguineo (Ruf y Edgington, 1994) .

La forma recombinante truncada del factor de tejido (fTF) , que carece de los dominios citosdlicos y de
transmembrana, es una proteina soluble que tiene aproximadamente cinco 6rdenes de magnitud de coagulacion
mas baja que inducen la capacidad que el factor de tejido natural (Stone y otros, 1995; Huang y otros, 1997) . Esto
se debe a que el factor de tejido necesita asociarse con fosfolipidos para el complejo con Vlla para activar el IXa o
Xa eficientemente. Sin embargo, cuando tTF se administra al endotelio vascular del tumor por medio de un
anticuerpo o agente objetivo, se pone nuevamente en proximidad con una superficie de lipido y recupera la actividad
trombogénica (Huang y otros, 1997; Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Numeros 5.877.289;
6.004.555; y 6.093.399) . Por lo tanto, se crea un coaguligando que trombosa selectivamente la vasculatura del
tumor.

El factor de tejido truncado tiene varias ventajas que recomiendan su uso en coaguligandos dirigidos al tejido
vascular: el tTF humano esta facilmente disponible, y la proteina humana tendra inmunogenicidad despreciable o
baja en el hombre; tTF humano es completamente funcional en animales experimentales, incluyendo ratones; y tTF
objetivo es muy potente, debido a que dispara la activacion de una cascada de proteinas de coagulacion, dando un
efecto muy amplificado (Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Numeros 5.877.289; 6.004.555 y
6.093.399) .

Se ha descrito una gama de moléculas objetivo adecuadas que estan disponibles en el endotelio del tumor, pero
muy ausentes del endotelio normal. Por ejemplo, se pueden utilizar objetivos expresados, tales como endoglina,
selectina-E, selectina-P, VCAM-1, ICAM-1, PSMA, un TIE, un ligando reactivo con LAM-1, un receptor VEGF/VPF,
un receptor FGF, integrina .3, pleiotropina o endosialina (Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica
Numeros 5.855.866; 5.877.289; Burrows y otros, 1992; Burrows y Thorpe, 1993; Huang y otros, 1997; Liu y otros,
1997; Ohizumi y otros, 1997) .

Los objetivos adsorbidos son otro grupo adecuado, tales como VEGF, FGF, TGFB, HGF, PF4, PDGF, TIMP, un
ligando que se enlaza con un TIE o una isoforma de fibronectina asociada con un tumor (Patentes de los Estados
Unidos de Norteamérica Numeros 5.877.289; 5.965.132 y 6.004.555) . Las isoformas de fibronectina son ligandos
que se enlazan a la familia de integrina de los receptores. Las isoformas de fibronectina asociadas con tumores son
componentes dirigibles, tanto de la vasculatura del tumor como del estroma del tumor. El anticuerpo monoclonal BC-
1 (Carnemolla y otros, 1989) especificamente se enlaza a las isoformas de fibronectinas asociadas con tumor.

Otros objetivos inducibles mediante el ambiente del tumor natural o que siguen la intervenciéon del hombre también
son entidades direccionables, como se describe en las Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Numeros
5.776.427; 5.863.538 y 6.036.955. Cuando se usa junto con la supresion anterior en tejidos normales y para
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induccion vascular del tumor, también se pueden emplear los antigenos MHC Clase Il como objetivos (Patentes de
los Estados Unidos de Norteamérica Numeros 5.776.427; 5.863.538; 6.004.554 y 6.036.955) .

Un objetivo preferente para aplicaciones clinicas es la molécula de adhesion endotelial vascular-1 (VCAM-1)
(Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Numeros 5.855.866; 5.877.289; 6.004.555 y 6.093.399) . La
VCAM-1 es una molécula de adhesion celular que se induce mediante citocinas inflamatorias IL-1a, IL-4 (Thornhill y
otros, 1990) y TNFa (Munro, 1993) , cuyo papel in vivo es reclutar leucocitos en sitios de inflamaciéon aguda
(Bevilacqua, 1993) .

La VCAM-1 esta presente en células endoteliales vasculares en muchos tumores malignos humanos, incluyendo el
neuroblastoma (Patey y otros, 1996) , carcinoma renal (Droz y otros, 1994) , carcinoma de pulmén no pequefio
(Staal-van den Brekel y otros, 1996) , enfermedad de Hodgkin (Patey y otros, 1996) , y angiosarcoma (Kuzu y otros,
1993) , asi como en tumores benignos, tales como angioma (Patey y otros, 1996) y hemangioma (Kuzu y otros,
1993) . La expresion constitutiva de la VCAM-1 en el hombre se confina a solo algunos vasos en la tiroides, el timo y
el rifdn (Kuzu y otros, 1993; Bruijn y Dinklo, 1993) , y en el ratdn a vasos en el corazén y el pulmon (Fries y otros,
1993) .

Ciertos datos presentados en la presente descripcion suplementan aun mas los proporcionados en las Patentes de
los Estados Unidos de Norteamérica Numeros 5.855.855; 5.877.289 y 6.004.555, y muestran la induccion selectiva
de trombosis e infarto de tumor resultante de la administracion del coaguligando anti-VCAM-1+tTF. Los resultados
presentados se generan usando ratones que tenian linfoma de Hodgkin humano L540. Cuando se cultivan como
xenoinjerto en ratones SCID, este tumor muestra una similaridad cercana a la enfermedad humana con respecto a la
expresion de citocinas inflamatorias (Diehl y otros, 1985) , y la presencia de la VCAM-1 y otras moléculas de
activacion celular endoteliales en su vasculatura.

Usando un coaguligando anti-VCAM-1+tTF covalentemente enlazado, en el cual tTF se enlaza directamente al
anticuerpo anti-VCAM-1, se muestra en la presente descripcion que el coaguligando se localiza selectivamente en
vasos de tumor, induce trombosis de aquellos vasos, causa que la necrosis se desarrolle en todo el tumor y retarda
el crecimiento del tumor en los ratones que tienen tumores Hodgkin L540 sdlidos. Los tumores generalmente
necesitan tener como minimo aproximadamente 0, 3 centimetros de diametro para responder al coaguligando,
debido a que la VCAM-1 estaba ausente de tumores mas pequefos. Presumiblemente, en los tumores pequefios,
los niveles de citocinas segregadas por las células del tumor o las células huésped que infiltran al tumor son
demasiado bajas para la induccion de la VCAM-1. Esto se da de acuerdo con los estudios en las Patentes de los
Estados Unidos de Norteamérica Numeros 5.855.866; 5.877.289; 5.776.427; 6.004.555 y 6.036.955, en las que las
invenciones mostraron ser mas utiles en tumores sélidos mas grandes.

Aunque inicialmente la mancha de VCAM-1 se observé mas en la periferia del tumor, el coaguligando evidentemente
se enlaza con los vasos de transporte de sangre y tapa de los mismos - - ya que es capaz de detener el flujo
sanguineo en todas las regiones del tumor. Ademas, uno de los inventores contempla que la generacion de trombina
causada por la administracion inicial del coaguligando probablemente conduce a la induccién adicional de la VCAM-
1 en los vasos centrales (Sluiter y otros, 1993) , dando como resultado una sefial amplificada y la destruccion
evidente de la region intratumoral. Este tipo de expresion inducida por coagulante de marcadores dirigibles
adicionales, y por lo tanto la amplificacion de sefial, también se describe en la Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica Nimero 6.004.555.

B. Mecanismo de la destruccién del tumor dirigida con VCAM-1

Como se muestra en la presente descripcion, aunque la localizacién en los vasos que expresan la VCAM-1 en el
corazoén y pulmones de los ratones se observé después de la administracion de un coaguligando anti-VCAM-1, esta
formacién no induce a trombosis en estos sitios que no son del tumor. Ademas, el coaguligando anti-VCAM-1 no fue
mas toxico para los ratones de lo que fue el coaguligando de control de especificidad irrelevante, lo que indica
nuevamente que la expresion constitutiva de la VCAM-1 en los vasos del corazén y del pulmén no conduce a la
toxicidad. Estos datos son importantes para el progreso clinico inmediato de la terapia de coaguligandos, dado que
la VCAM-1 es un marcador que se presenta naturalmente del endotelio vascular del tumor en humanos. Sin
embargo, este fendmeno también proporcioné a los inventores una idea Unica, conduciendo a enfoques totalmente
diferentes para la destruccién de la vasculatura del tumor.

Los inventores buscaron entender el mecanismo detras de la capacidad del coaguligando anti-VCAM-1 para
enlazarse con la VCAM-1 constitutivamente expresada en los vasos sanguineos en el corazén y los pulmones, y no
causar todavia trombosis en estos vasos. Hay numerosas posibilidades cientificas para esta observacion empirica,
generalmente conectadas con la naturaleza protrombdtica del ambiente del tumor con alguna predisposicion
fibrinolitica en el corazén y los pulmones.

Generalmente, hay un equilibrio biolégico entre el sistema de coagulacion (depédsito de fibrina) y el sistema
fibrinolitico (degradacién de fibrina mediante enzimas) . Sin embargo, en enfermedad maligna, particularmente
carcinomas, este equilibrio se rompe, dando como resultado la activacion anormal de la coagulacion
(hipercoagulabilidad o el estado protrombdtico) . La evidencia también indica que varios componentes de estas
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trayectorias pueden contribuir a caracteristicas desordenadas de la malignidad, tales como la proliferacion, invasion,
y metastasis (Zacharski y otros, 1993) .

Donati (1995) revis6 la interaccion compleja entre observaciones clinicas originales de las complicaciones
trombdticas de las enfermedades malignas, y el progreso subsecuente en la biologia celular y bioquimica de las
actividades celulares del tumor. Sin embargo, a pesar de investigacion extensa, no se pudo proporcionar una
explicacion molecular clara de la naturaleza protrombdética del ambiente del tumor (Donati, 1995) . Donati si hizo
énfasis, sin embargo, en el papel de las células del tumor en el proceso. Se explicd que las células del tumor
expresan actividades procoagulantes, tales como la tromboplastina del tejido y el procoagulante de cancer (CP)
(Donati, 1995) . La Publicacion Internacional WO 91/07187 también informé de una actividad procoagulante de las
células de tumores.

Otros numerosos estudios también han identificado las células del tumor en si mismas como responsables del
estado protrombdético dentro de un tumor. Por ejemplo, Nawroth y otros (1988) dio a conocer que el factor o los
factores elaborados por las células de sarcoma aumentan la respuesta procoagulante del endotelio cercano a TNF.
Estos autores informaron sobre la formacion de fibrina ocurrida a través del lecho vascular del tumor 30 minutos
después de la infusion de TNF, pero que no se observaron depositos de fibrina y agregados de plaquetas en la
vasculatura normal (Nawroth y otros, 1988) . El TNF después mostré que aumentaba la expresion del factor de tejido
en la superficie de las células endoteliales (Murray y otros, 1991) . Esto se propuso para explicar estudios anteriores
que muestran que las células endoteliales cultivadas incubadas con TNF recombinante han aumentado la actividad
procoagulante, el factor de tejido, y la supresién concomitante de la trayectoria de proteina C, un mecanismo anti-
trombdtico que funciona en la superficie de células endoteliales quiescentes (Nawroth y otros, 1985; Nawroth y
Stern, 1986) .

Datos de Sugimura y otros, (1994) también comprenden las células tumorales como los componentes clave de la
actividad procoagulante del tumor. Se dio a conocer que cuatro lineas celulares de tumores eran capaces de
soportar diferentes etapas de la trayectoria extrinseca de coagulacion (Sugimura y otros, 1994) . Otro estudio dio a
conocer que la linea celular del carcinoma de ovario humano, OC-2008, constitutivamente expresé actividad del
Factor de Tejido de membrana superficial y mostré actividad compleja de protrombinasa dependiente de la superficie
celular (Rao y otros, 1992) . Connor y otros, (1989) , ademas sugiri6 que son las células patoldgicas las que
controlan la coagulacion. Sus resultados indican que las células eritroleucémicas de murinas no diferenciadas,
tumorigénicas, muestran un aumento de 7 a 8 veces en la potencia de su actividad procoagulante (Connor y otros,
1989) .

Zacharski y otros, (1993) también enfocaron hacia células de tumor y buscaron definir el modo de interaccion de las
células de carcinoma de ovario con las trayectorias de coagulacion (iniciada por procoagulante) y fibrinolisis (iniciada
por activador plasminégeno tipo uroquinasa, u-PA) . Dieron a conocer que las células de tumor expresaron las
trayectorias del Factor de Tejido y de coagulacion intermedias que dieron como resultado la generacion de trombina
local - - como se evidencia mediante la conversion de fibrinégeno, presente en el tejido conectivo del tumor, a la
fibrina que fue encontrada para adherirse a las superficies de los nédulos del tumor y las células de tumor
individuales. La fibrina detectada no sirvié6 como base de necrosis o de infiltrado celular inflamatorio local (Zacharski
y otros, 1993) . Estos autores concluyeron que existia una trayectoria procoagulante asociada con célula de tumor
dominante que conduce a la generacion de trombina e hipercoagulabilidad.

Otras hipotesis han propuesto que son los cambios en los vasos de sangre del tumor los que vuelven a estos vasos
mas capaces de soportar la formacion de trombos y/o menos capaces de disolver la fibrina. Por ejemplo, se ha
informado que los vasos del tumor muestran regulacion hacia arriba del Factor de Tejido, regulacion hacia abajo de
activadores de plasmindgeno y/o regulacion hacia arriba del inhibidor de activadores de plasminégeno, PAI-1
(Nawroth y Stern, 1986; Nawroth y otros, 1988) . Estos efectos se cree que se amplifican por factores derivados del
tumor (Murray y otros, 1991; Ogawa y otros, 1990) , posiblemente VEGF.

Por ejemplo, Ogawa y otros (1990) dieron a conocer que la hipoxia caus6 que las propiedades coagulantes de
superficie celular endotelial se cambiaran para promover la activacion de la coagulacion. Esto fue acompafiado por
la supresion del cofactor anticoagulante, la trombomodulina, y la induccién de un activador del factor X, distinto de
los sistemas clasicos extrinseco e intrinseco (Ogawa y otros, 1990) . Asimismo, pudo haber un aumento en la
concentracion local de los Factores Vlla, 1Xa, Xa, u otras moléculas que interactian con el Factor de Tejido, dentro
de los vasos del tumor, estimulando, por lo tanto, la trombosis.

Adicionalmente, las plaquetas son un componente importante de cualquier estado procoagulante. Recientemente, el
potencial procoagulante de las plaquetas ha sido ligado a su capacidad para cubrir microparticulas procoagulantes
de la membrana del plasma (Zwaal y otros, 1989; 1992; Dachar y -Prigent y otros, 1996) . Se ha propuesto que una
proporcidon creciente de microparticulas circulantes, vesiculas o fragmentos de membranas de las plaquetas
contribuye a los estados pretrombéticos (protrombotico) en varias condiciones patolégicas (Zwaal y otros, 1989;
1992; Dachar y -Prigent y otros, 1996; pagina 159) . McNeil y otros (1990) también dieron a conocer que la 32- GPI
ejerce multiples efectos inhibitorios en la coagulacion y la agregacion de plaquetas. La biologia de las plaquetas de
tumor podria explicar, por lo tanto, la efectividad de un coaguligando anti-VCAM-1.
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Otras explicaciones tentativas incluyen la simple posibilidad de que la VCAM-1 se exprese en niveles mas altos en
los vasos del tumor que en los vasos de sangre en el corazén y los pulmones, probablemente debido a la induccion
de las citocinas derivadas del tumor, y que el enlace con los vasos saludables no puede subir el balance en
trombosis sostenida. También los mecanismos fibrinoliticos podrian ser regulados hacia arriba en el corazén, como
se ejemplifica por un inhibidor de la trayectoria de Factor de Tejido incrementada (TFPI) , activadores de
plasminégeno aumentados, y/o inhibidores de activador de plasminégeno disminuidos. Si la fisiologia fibrinolitica del
corazoén y los vasos del pulmén demuestra ser la mayor razon que esta por debajo de los efectos especificos del
tumor del coaguligando anti-VCAM-1, esto generalmente evitaria el desarrollo de terapias adicionales antitumor
dirigidas a los aspectos unicos de la biologia del tumor.

A pesar de todas las opciones posibles, los inventores razonaron que un fallo del coaguligando anti-VCAM-1 para
causar trombosis en vasos de tejidos normales se debe a la ausencia de aminofosfolipido, fosfatidilserina (PS) , de
la superficie luminal de estos vasos. Para completar la teoria, por lo tanto, no sélo tendria que mostrar la
fosfatidilserina que estaba ausente de estos vasos normales, sino su presencia en el lado luminal de los vasos
asociados con tumores tendria que demostrarse de manera concluyente.

Los inventores por lo tanto usaron manchado inmunohistoquimico para evaluar la distribucién de un anticuerpo anti-
fosfatidilserina monoclonal (anti-PS) inyectado intravenosamente en ratones que tienen tumor. Estos estudios
revelaron que los vasos que expresan VCAM-1 en el corazén y los pulmones carecian de PS, mientras que los
vasos que expresan VCAM-1 en el tumor expresaron PS. La necesidad para la expresién superficial de PS en la
accion de coaguligando se indica ademas por el descubrimiento de los inventores de que la anexina V, la cual
enlaza con PS, bloquea la accién del coaguligando anti-VCAM-1+tTF, tanto in vitro como in vivo.

La falta de efecto trombdético del coaguligando anti-VCAM-1 en vasos del corazén y pulmén normales se puede
explicar, por lo tanto, como minimo en parte: la ausencia de aminofosfolipido, fosfatidilserina, significa que los vasos
normales carecen de una superficie procoagulante, sobre la cual se pueden formar los complejos de coagulacion. En
ausencia de PS en la superficie, el anti-VCAM-1+tTF se enlaza con la VCAM-1 que expresa los vasos de corazén y
pulmén, pero no puede inducir trombosis. En cambio, los vasos que expresan VCAM-1 en el tumor muestran
expresion coincidente de PS de superficie. El coaguligando se enlaza, por lo tanto, con los vasos del tumor y activa
los factores de coagulacion localmente para formar un trombo oclusivo.

Ademas de delinear los efectos tromboticos especificos del tumor de los coaguligandos anti-VCAM-1, la expresion
especifica del aminofosfolipido, fosfatidilserina, en la superficie luminal de los vasos sanguineos del tumor también
permitié a los inventores explicar el fenotipo protrombético observado, pero no entendido, en estudios anteriores
(Zacharski y otros, 1993; Donati, 1995) . En vez de deberse predominantemente a células de tumor o factores
elaborados: plaquetas, microparticulas procoagulante o fragmentos de membrana; o debido a desequilibrios en la
tromboplastina, trombomodulina, procoagulante de cancer, Factor de Tejido, trayectoria de proteina C, activadores
de plasmindgeno o inhibidores de activador de plasminégeno (por ejemplo, PAI-1) , los estudios de los inventores
indican que es la expresion de PS la que representa un papel significativo en el estado protrombdtico de la
vasculatura del tumor.

C. Aminofosfolipidos como marcadores de la vasculatura del tumor

Siguiendo su descubrimiento de que el aminofosfolipido representativo, fosfatidilserina, se expresaba
especificamente en la superficie luminal de los vasos sanguineos del tumor, pero no en los vasos sanguineos
normales, los inventores razonaron que los aminofosfolipidos tenian potencial como objetivos para la intervencion
terapéutica. La presente invencion comprende, por lo tanto, dirigir en el tratamiento de tumores los constituyentes
aminofosfolipidos, particularmente fosfatidilserina (PS) y fosfatidiletanolamina (PE) . Aunque los efectos anti-tumor a
partir del ataque o administracion dirigida de aminofosfolipido se demuestran en la presente descripcion, usando
modelos de animales aceptados en la técnica, la capacidad de los aminofosfolipidos para actuar como marcadores
dirigibles tan seguros y efectivos de la vasculatura del tumor no podria haberse predicho de los estudios anteriores.

Por ejemplo, aunque los vasos del tumor generalmente son de naturaleza protrombdética, en oposicion a otros vasos
sanguineos, es una propiedad inherente del tumor mantener una red de vasos sanguineos con el fin de administrar
oxigeno y nutrientes a las células del tumor. Evidentemente, los vasos sanguineos asociados al tumor no pueden
predisponerse de esa manera hacia la trombosis, de manera que espontanea y facilmente soporten la coagulacion,
ya que la coagulacién necesariamente causaria que el tumor se autodestruyera. Por lo tanto, se espera que un
marcador de vaso de tumor asociado con trombosis, tal como la fosfatidilserina identificada actualmente, pudiera
descubrirse que se expresa en cantidades suficientes para permitir la intervencion terapéutica efectiva dirigiéndola, y
asi se expresa a niveles suficientemente bajos para mantener ordinariamente el flujo sanguineo a través del tumor.

La presente identificacion de aminofosfolipidos como objetivos de vasculatura de tumor efectivos y seguros es aun
mas sorprendente, dado que (1) las anteriores especulaciones con respecto al papel de otros tipos de células y/o
varios factores, activadores e inhibidores que estan por debajo del estado protrombético, complejo, del tumor (tal
como se comentd anteriormente) ; y (2) el estado de confusién y contradictorio de la técnica con respecto a la
biologia de los aminofosfolipidos, en términos tanto de la expresion como de la funcion en varios tipos de células.
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La fosfatidilserina y la fosfatidiletanolamina normalmente son segregadas hacia la superficie interna de la bicapa de
membrana de plasma en diferentes células (Gaffet y otros, 1995; Julien y otros, 1995) . En cambio, la hoja externa
de la membrana de bicapa es rica en analogos de fosfatidilcolina (Zwaal y otros, 1989; Gaffet y otros, 1995) . Esta
segregacion de lipidos crea una transbicapa asimétrica. Aunque la existencia de asimetria de membrana se ha
discutido durante algun tiempo, la razon para su existencia y los mecanismos para su generacion y control se
entienden mal (Williamson y Schlegel, 1994) , particularmente en células distintas de las plaquetas.

Hay incluso numerosos informes contradictorios con respecto a la presencia o ausencia de PS y PE en diferentes
células y tejidos, menos aun concerniente al papel probable que estos aminofosfolipidos pueden jugar. Por ejemplo,
los muchos estudios de PS conducidos con plaquetas, componentes claves en la coagulacion de la sangre (Dachar
y -Prigent y otros 1996) , han producido resultados muy variables. Bevers y otros, (1982) midieron la actividad de
conversion de protrombina de plaquetas, de plaquetas no activadas después del tratamiento con varias fosfolipasas
o enzimas proteoliticas. Concluyeron que la fosfatidilserina negativamente cargada, y posiblemente el
fosfatidilinositol, estaban involucrados en la actividad de conversién de protrombina de plaquetas no activadas
(Bevers y otros, 1982) .

Bevers y otros, (1983) informaron entonces sobre una exposiciéon aumentada de fosfatidilserina, y una exposicion
disminuida de esfingomielinasa, en plaquetas activadas. Sin embargo, estas alteraciones fueron mucho menos
aparentes en las plaquetas activadas, ya sea por trombina o por colageno solamente, en contraste con colageno
mas trombina, diamida, o un ion6foro de calcio (Bevers y otros, 1983) . La expresion de superficie de PS en
respuesta a la diamida se contradijo por estudios en eritrocitos, los cuales no mostraron ninguna exposicion de PS
estimulada por diamida (de Jong y otros, 1997) . Aunque haciendo eco a sus resultados anteriores, Bevers y sus
colegas dieron a conocer mas adelante que los cambios en la interaccion de citoesqueleto en la membrana del
plasma, particularmente la degradacion aumentada de la proteina de enlace de actina citoesquelética, fue
importante para los cambios superficiales de las plaquetas (Bevers y otros, 1985; paginas 368-369) .

Maneta-Peyret y otros (1989) también informaron sobre la deteccion de PS en plaquetas humanas. Estos autores
notaron que la superficie procoagulante de la plaqueta podria formarse mediante fosfolipidos cargados
negativamente, tales como fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina (generalmente neutros o zwitteriénicos) , o0 ambos.
El papel de la fosfatidilserina en el proceso de coagulacion ha sido cuestionado en favor de la fosfatidiletanolamina
(Maneta-Peyret y otros, 1989; Schick y otros, 1976; 1978) . Por ejemplo, los estudios han dado a conocer que 18 por
ciento de la fosfatidiletanolamina se vuelve accesible en superficie después de 2 horas, en contraste con cero
fosfatidilserina (Schick y otros, 1976) .

Estudios actuales con plaquetas también dieron a conocer que muestran un aumento adicional de 16 por ciento en
la exposicion de fosfatidiletanolamina después del tratamiento con trombina, sin aumento en los niveles de
fosfatidilserina (Schick y otros, 1976) . Por lo tanto, se dice que PS no es un componente de la superficie funcional
de la membrana de plasma de las plaquetas (Schick y otros, 1976; 1978) . No obstante, la evidencia actual si parece
indicar que tanto la PS como PE estan mezcladas en la asimetria de fosfolipidos observada en la membrana externa
de las plaquetas vy eritrocitos, y que PS esta participando en la actividad procoagulante de las plaquetas (Gaffet y
otros, 1995; de Jong y otros, 1997; Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Numero 5.627.036) .

Los mecanismos para lograr y mantener la distribucién de aminofosfolipido diferencial, y en especial la significacion
funcional de hacerlo, desde hace mucho tiempo son el objeto de especulaciones controversiales. Al revisar la
regulacion del movimiento de fosfolipidos de transbicapa, Williamson y Schlegel (1994) indicaron que elevando el
Ca® intracelular se permite que la clases mas grandes de fosfolipidos se muevan libremente a través de la bicapa,
mezclando los lipidos y disipando la asimetria. De Jong y otros (1997) también dieron a conocer que el aumento de
calcio intracelular conduce a un mezclado rapido de la bicapa de lipidos y la exposiciéon de PS, lo cual podria ser
parcialmente inhibido por la oxidacién celular. La interaccion de los aminofosfolipidos con proteinas citoesqueléticas
también ha sido propuesta como un mecanismo para regular la asimetria de fosfolipidos de la membrana (Zwaal y
otros, 1989) .

Gaffet y otros (1995) declararon que la redistribucion transversal de fosfolipidos durante la activacion de las
plaquetas humanas se logra mediante un flujo hacia afuera vectorial de los aminofosfolipidos, no contraequilibrado
por un flujo reciproco rapido de fosfolipidos con cabeza de colina, es decir, sin mezclarse. Sugirieron que el flujo
hacia afuera vectorial especifico de los aminofosfolipidos podria ser catalizado mediante una actividad translocasa
de aminofosfolipidos inversa (Gaffet y otros, 1995) . Una hipdtesis de alternativa seria que la actividad de una
translocasa hacia adentro fue inhibida. Zwaal y otros (1989) propusieron la participacién de una translocasa-
fosfolipido que catalizé tanto el movimiento hacia afuera como hacia adentro de los aminofosfolipidos.

La presencia de una actividad translocasa de aminofosfolipidos dependiente de energia y dependiente de proteina
que transporta fosfatidiletanolamina a partir de la hoja externa hacia la hoja interna de la bicapa de lipidos fue dada a
conocer por Julien y otros (1993) . A continuacién los inventores mostraron que la actividad translocasa de
aminofosfolipidos podria también transferir fosfatidilserina, y que la actividad podria ser mantenida, suprimida y
restaurada, dependiendo de las condiciones de la incubacién celular (Julien y otros, 1993) , e inhibidas por el
promotor del tumor, 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) (Julien y otros, 1997) .
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Una escramblasa de fosfolipido de 35 kD que promueve el movimiento bidireccional dependiente de Ca® de la
fosfatidilserina y otros fosfolipidos recientemente se cloné a partir de una biblioteca de ADNc (Zhou y otros, 1997) .
Esta proteina escramblasa PL es una proteina de membrana de plasma tipo ll, rica en prolina, con un solo segmento
de transmembrana cerca del término C. Estudios posteriores confirmaron que esta proteina era responsable del
movimiento rapido de los fosfolipidos desde las hojas de membrana de plasma interna a externa en las células
expuestas a elevadas concentraciones de calcio citosolico (Zhao y otros, 1998) .

La actividad translocasa de aminofosfolipido sobre la que informaron Julien y otros (1993; 1997) , la cual transporta
PS y PE a partir de la hoja externa a la interna, es diferente a la escramblasa dependlente de Ca?* bidireccional
(Zhou y otros, 1997; Zhao y otros, 1998) . La escramblasa es activada por Ca**, y pr|n0|palmente funciona para
mover la PS desde la hoja interna a la externa como respuesta a los niveles aumentados de Ca®*. En este momento
se cree generalmente que la translocasa de aminofosfolipidos mantiene la a3|metr|a de la membrana durante
condiciones normales, pero que la escramblasa es activada por el influjo de ca”, superando la translocasa y
haciendo aleatoria la distribuciéon de los aminofosfolipidos.

La segregacion normal de PS y PE a la superficie interna de la membrana del plasma en este momento se acepta,
por lo tanto, en general, y ciertos componentes de la membrana que participan en procesos asimétricos también han
sido identificados. Sin embargo, quedan dudas acerca de las condiciones, mecanismos y tipos de células que son
capaces de recolocar los aminofosfolipidos hacia la hoja externa de la membrana, y las implicaciones biolégicas de
estos eventos.

Informes contradictorios referentes a la expresion de los aminofosfolipidos no se limitan a los estudios de las
plaquetas. La fosfatidilserina y la fosfatidiletanolamina generalmente son aproximadamente el 7 por ciento y
aproximadamente el 10 por ciento, respectivamente, de la composicién de fosfolipidos de células endoteliales
humanas cultivadas a partir de arterias humanas, vena safena y umbilical (7, 1 por ciento y 10, 2 por ciento,
respectivamente, Murphy y otros, 1992) . Sin embargo, un ejemplo importante de las contradicciones en la literatura
se refiere a la capacidad de los anticuerpos anti-PS para enlazarse con células endoteliales (Lin y otros, 1995) .

Los anticuerpos anti-PS presentes en la pérdida recurrente de embarazo (Rote y otros, 1995; Rote, 1996; Vogt y
otros, 1996; Vogt y otros, 1997) se cree que modulan la funcién celular endotelial, sin evidencia de enlazarse con
células endoteliales. En un intento de explicar esta discrepancia, Lin y otros (1995) trataron, pero fallaron, de
demostrar el enlace de anticuerpo anti-PS con las células endoteliales restantes. Los inventores concluyeron que los
determinantes antigénicos de PS no se expresan en la superficie de las células endoteliales que quedan, aunque un
determinante antigénico dependiente de PS se asocié con componentes parecidos a citoesqueléticos en células
fijadas con acetona (Lin y otros, 1995) .

Van Heerde y otros (1994) informaron que las células endoteliales vasculares in vitro pueden catalizar la formacion
de trombina mediante la expresion de sitios de enlace, en los cuales se pueden ensamblar complejos
procoagulantes. En comparacion con otros estudios con plaquetas activadas (Bevers y otros, 1982; 1983; 1985;
Maneta-Peyret y otros, 1989; Schick y otros, 1976; 1978) , las células endoteliales estimuladas con HUVEC no
mostraron un aumento en los sitios de enlace de PS en comparacién con las células quiescentes (Van Heerde y
otros, 1994) . Se informé que la fosfatidilserina era necesaria para la formacién del Factor Xa a través de la ruta
extrinseca, asi como la ruta intrinseca (Van Heerde y otros, 1994) . Sin embargo, Brinkman y otros (1994) publicaron
resultados contradictorios, indicando que otros constituyentes de la membrana, ademas de los fosfolipidos cargados
negativamente participan en la activacion intrinseca, mediada por células endoteliales, del factor X.

Ravanat y ofros (1992) también estudiaron el potencial catalitico de fosfolipidos en reacciones pro- y anti-
coagulantes en sistemas purificados y en la superficie de células endoteliales en cultivos después de la estimulacion.
Sus resultados aparentemente contradictorios se propusieron para confirmar un papel de los mecanismos
dependientes de los fosfolipidos, tanto en la actividad del Factor de Tejido procoagulante como en actividades
anticoagulantes (la activacion de la proteina C por el complejo trombina-trombomodulina y por el Factor Xa)
(Ravanat y otros, 1992) . Los resultados de Ravanat y otros (1992) también se dice que proporcionan evidencia de la
exposicién de fosfolipidos durante la activacion de las células endoteliales humanas, lo cual no habia sido observado
por Van Heerde y otros (1994) o por Brinkman y otros (1994) . Sin embargo, los inventores notaron que los
fosfolipidos anidnicos tienen accesibilidad restringida en la vecindad del Factor de Tejido celular. La situacion se
complica mas conforme, aun después de la induccion de Factor de Tejido, otros eventos son probablemente
necesarios para la coagulacion, ya que el Factor de Tejido permanece inaccesible, estando bajo la célula.

Ravanat y otros (1992) siguieron sugiriendo que la extensiéon diferente de inhibicion del Factor de Tejido y las
actividades de trombomodulina en células endoteliales estimuladas significa que los ambientes de cofactor difieren
para la expresion optima de estas actividades celulares opuestas. Sin embargo, las dificultades reconocidas para
tratar de reproducir los ambientes de fosfolipidos celulares exactos (Ravanat y otros, 1992) presentaron la
posibilidad de datos artifactuales a partir de estos estudios in vitro. Sin embargo, independientemente de los datos
de Ravanat y otros (1992) , generalmente se reconoce que informacion significativa con respecto a la biologia de los
tumores, y particularmente la intervencion terapéutica, solamente se puede vislumbrar a partir de estudios in vivo en
animales que tienen tumores, tales como aquellos conducidos por los presentes inventores.
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Ademas de los desacuerdos con respecto a la expresion de aminofosfolipidos, como se discutié anteriormente,
también hay informes contradictorios referentes a la funcién de los aminofosfolipidos en varios tipos celulares.
Aunque en este momento generalmente se acepta que la expresion de PS en plaquetas activadas se relaciona con
la superficie de procoagulantes, al comentar el significado fisioldgico de la asimetria de fosfolipidos de membrana en
las plaquetas y globulos rojos, Zwaal y otros (1989) resaltaron otras funciones importantes. Mas aun, Toti y otros
(1996) declararon que las implicaciones fisiolégicas de una pérdida de distribucion de fosfolipido asimétrica son poco
entendidas en tipos celulares distintos de las células sanguineas.

Zwaal y otros (1989) declararon que la asimetria de fosfolipidos de la membrana de las plaquetas y los glébulos
rojos no se deshace cuando las células son activadas de varias maneras, presumiblemente mediadas por el
movimiento transbicapa aumentado de los fosfolipidos. Estos cambios, acoplados con la liberacion de
microparticulas vertidas, se explicé que representan un papel en las reacciones de coagulacion de sangre locales.
Se describié un fendbmeno similar que se presenta en glébulos rojos falciformes: las vesiculas de fosfolipidos que se
desprenden de las células reversiblemente falciformes contribuyen a la coagulacion intravascular en la fase de crisis
de la enfermedad de células falciformes (Zwaal y otros, 1989) .

Tanto Zwaal y otros (1989) como Williamson y Schlegel (1994) han indicado que la importancia fisiologica de los
cambios de fosfolipidos en superficie no se restringe a la hemostasis. De hecho, la exposicion superficial de PS por
las células sanguineas se dijo que altera significativamente su reconocimiento por el sistema reticuloendotelial, y fue
para representar como minimo parte del mecanismo homeostatico para la limpieza de células de sangre de la
circulaciéon (Zwaal y otros, 1989) . Por lo tanto, la PS actia como una sefial para la eliminacion de plaquetas
activadas después de que el sangrado se ha detenido. El reconocimiento de PS expuesto en células falciformes y en
las células infectadas con malaria por fagocitos y macrofagos explica sus efectos contrapatofisioldgicos (Zwaal y
otros, 1989) . Ademas, la fagocitosis dependiente de PS marca las células infectadas viralmente para la asimilacion
fagocitica (Solicitud Internacional WO 97/17084) . La expresion superficial de aminofosfolipidos podria también
conferir competencia de fusion a una célula (Williamson y Schlegel, 1994) .

Williamson y Schlegel (1994) también especularon que hay una razon de ser mas general para la simetria de lipidos.
Por ejemplo, aunque los diferentes grupos de cabeza reciben mas atencion, podria ser una asimetria de acidos
grasos el factor importante (Williamson y Schlegel, 1994) . Otra hipdtesis es que la distribucion asimétrica de los
fosfolipidos de transbicapa no tiene funcién en si misma, sino que es el proceso dinamico del movimiento de lipidos
lo que es importante para los sistemas bioldgicos (Williamson y Schlegel, 1994) .

Muchos grupos han dado a conocer que las células de tumores son responsables de la actividad protrombinasa del
tumor (Connor y otros, 1989; Rao y otros, 1992; Zacharski y otros, 1993; Sugimura y otros, 1994; Donati, 1995) .
Esto podria haberse razonado que es debido a PS (Solicitud Internacional WO 91/07187) . Sin embargo, los
resultados de Sugimura y otros (1994) argumentan contra esto: los inventores dieron a conocer que aunque tanto la
actividad de protrombinasa como la actividad procoagulante total de las células tumorigénicas, HepG2 y MKN-28,
caen en la confluencia de alcance, los niveles de PS permanecieron constantes.

En vez de soportar un papel para la PS de las células de tumores en la actividad de protrombinasa, Connor y otros
(1989) sugirieron que la expresion aumentada de PS en células tumorigénicas es relevante a su capacidad para ser
reconocidas y enlazadas por macrofagos. Utsugi y otros (1991) propusieron similarmente que la presencia de PS en
la membrana externa de las células de tumores humanos explica su reconocimiento por los monocitos.

Jamasbi y otros (1994) sugirieron un papel totalmente diferente para los componentes lipidos en las células
tumorigénicas, proponiendo que los lipidos interfirieron con la accesibilidad antigénica de los tumores. Por lo tanto,
los lipidos de células de tumores actuarian para modificar los antigenos de la superficie de la célula del tumor,
protegiendo, por lo tanto, a las células de los tumores de la destrucciéon inmune de la huésped (Jamasbi y otros,
1994) . Esta hipétesis no es diferente de la propuesta por Qu y otros (1996) , en términos de células endoteliales.
Estos autores mostraron que las células T se adherian a células endoteliales umbilicales humanas tratadas con
trombina, en virtud del enlace con la PS (Qu y otros, 1996) .

Por lo tanto, se ha propuesto que la adhesién de células T mediadas por PS con células endoteliales in vivo es
importante tanto para la vigilancia inmunoldgica, como para los procesos de enfermedad de la ateroesclerosis (Qu y
otros, 1996; Moldovan y otros, 1994) . Bombeli y otros (1997) y Flynn y otros (1997) también sugirieron que las
células dentro de placas ateroescleréticas pueden contribuir al avance de la enfermedad exponiendo PS, aunque
esto se basa solamente en estudios in vitro. Qu y otros (1996) y Moldovan y otros, (1994) aun sugirieron un enfoque
opuesto al de la presente invencion, es decir, la manipulacién de interacciones de fosfatidilserina como un enfoque
anticoagulante. Las Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Numeros 5.658.877 y 5.296.467 han
propuesto la anexin (o anexina) para su uso como anti-endotoxinas y anti-coagulantes. La Patente de los Estados
Unidos de Norteamérica Numero 5.632.986 sugiere el uso del ligando de enlace de fosfatidilserina, anexina V, como
un conjugado con un componente, tal como uroquinasa, que provoca lisis en los trombos.

Toti y otros (1996) sugieren que el sindrome de Scott, un desorden de hemorragias heredado, puede reflejar la
supresion o mutacion de una translocasa de fosfatidilserina putativa hacia afuera oescramblasa. Aunque una nocion
interesante, Stout y otros (1997) aislaron después una proteina de membrana de los eritrocitos de Scott que
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mostraban actividad escramblasa de PL normal cuando se reconstituyeron en vesiculas con PLs exogenos. Se
sugirio que el defecto en el sindrome de Scott se relaciona con una interaccion alterada de Ca®* con escramblasa PL
sobre la superficie endofacial de la membrana celular, debido ya sea a una restriccion intrinseca sobre la proteina,
evitando la interaccién con Ca®* en el sitio, o debido a un inhibidor no identificado o cofactor en la célula de Scott que
se disocia mediante detergente (Stout y otros, 1997) .

Se han dado a conocer resultados mas variables en relaciéon con el posible papel de la PS en la apoptosis.
Williamson y Schlegel (1994) discutieron el tema de la PS como un marcador de muerte celular programada (PCD o
apoptosis) . Se acepta generalmente que la muerte celular programada, como minimo en el sistema
hematopoyético, requiere el secuestro de fagocitos de las células apoptdpicas antes de la pérdida de la integridad de
la membrana o ruptura. La pérdida de la asimetria de la membrana en las células apoptdpicas, y particularmente la
apariencia de PS en la hoja externa, fue propuesta como el disparador para su reconocimiento por los macrofagos
fagociticos (Williamson y Schlegel, 1994) .

Martin y otros (1995) informaron ademas sobre la externalizaciéon de PS como un evento precoz y disperso durante
la apoptosis de una variedad de tipos celulares murinos y humanos, independientemente del estimulo de iniciacion.
Los inventores también indicaron que, bajo condiciones en las cuales las caracteristicas morfolégicas de apoptosis
se evitan (inhibicion de sintesis macromolecular, sobreexpresion de Bcl-2 o Abl) , la aparicion de PS sobre la hoja
externa de la membrana del plasma se evit6 similarmente (Martin y otros, 1995) .

Sin embargo, otros analisis argumentan contra las propuestas de Williamson y Schlegel (1994) y Martin y otros
(1995) en algun grado (Vermes y otros, 1995) . Aunque estos autores indican que la translocalizacion de la PS a la
superficie de la membrana externa es un marcador de apoptosis, razonan que esto no es exclusivo para la
apoptosis, sino que también se presenta durante la necrosis celular. La diferencia entre estas dos formas de muerte
celular es que durante las etapas iniciales de la apoptosis, la membrana celular permanece intacta, mientras que en
el mismo momento en que se presenta la necrosis, la membrana celular pierde su integridad y se vuelve escurridiza.
Por lo tanto, de acuerdo con este razonamiento, la expresion de la PS en la superficie celular no indica apoptosis, a
menos que el ensayo de exclusion por tinte se haya llevado a cabo para establecer la integridad de la membrana
celular (Vermes y otros, 1995) .

Sin embargo, el cuerpo de la literatura anterior a la presente invencion si parece indicar que la aparicion de la PS en
la superficie externa de una célula identifica una célula apoptodtica, y sefala esa ingestion de la célula (Hampton y
otros, 1996; Solicitud Internacional WO 95/27903) . Hampton y otros (1996) concluyeron que aunque una elevaC|on
en el Ca® intracelular fue un disparador ineficaz de la apoptosis de las células investigadas, se requirid ca®
extracelular para la exposicion de PS eficiente durante la apoptosis. En cambio, la propuesta de Martin y otros
(1995) de que la activacion de una translocasa de PS adentro-afuera es un evento precoz de dispersién amplia
durante la apoptosis, pareceria requerir como minimo algun Ca” intracelular (Zhou y otros, 1997; Zhao y otros,
1998) .

Blankenberg y otros (1998) muy recientemente dieron a conocer que la anexina V, una proteina humana enddgena
con una alta afinidad para PS, se puede usar para concentrar en sitios de muerte celular apoptética in vivo. La
anexina V radioetiquetada localizada en sitios de la apoptosis en tres modelos, incluyendo el rechazo aloinjerto
cardiaco agudo (Blankenberg y otros, 1998) . El manchado de aloinjertos cardiacos para anexina V administrada
exdgenamente reveld miocitos en la periferia de los infiltrados mononucleares, de los cuales solamente algunos
demostraron nucleos apoptéticos positivos.

Finalmente, el movimiento de la transbicapa de fosfolipidos en la membrana del plasma ha sido analizado en células
de esperma de carnero, en donde la existencia de una segregacion transversal de fosfolipidos ha sido implicada en
el proceso de fertilizacion (Miller y otros, 1994) . La asimetria de fosfolipidos ha estado recibiendo, por lo tanto,
atencion creciente, aunque un entendimiento claro de este fenémeno, o su relacién con la salud o la enfermedad, no
se ha realizado.

Independientemente del estado de confusion de la técnica con respecto a la biologia de los aminofosfolipidos, los
presentes inventores descubrieron, en estudios controlados in vivo, que los aminofosfolipidos, tales como PS y PE,
eran marcadores especificos de los vasos sanguineos del tumor. Esto es sorprendente a la luz de los estudios
anteriores de la funcién de los aminofosfolipidos, particularmente los que indican que la expresién en su superficie
celular de la PS se acomparia por enlace de células circulantes, tales como células T (Qu y otros, 1996) ,
macrofagos (Connor y otros, 1989) , monocitos (Utsugi y otros, 1991) o fagocitos (Zwaal y otros, 1989; Williamson y
Schlegel, 1994) , y es un marcador de células apoptdpicas (Hampton y otros, 1996; Martin y otros, 1995; Zhou y
otros, 1997; Zhao y otros, 1998) .

Por lo tanto, antes de esta invencion, la posibilidad de usar aminofosfolipidos como marcadores dirigibles de
cualquier enfermedad, en especial de la vasculatura de los tumores, seria muy poco probable que se contemplara,
debido al enmascaramiento percibido de estas moléculas por el enlace de uno o mas tipos de células o su expresion
momentanea antes de la muerte apoptdpica. De hecho, sugerencias especulativas tratan sobre la interrupcion de las
interacciones celulares-PS, tales como previniendo el enlace de leucocitos, un evento inicial en la ateroesclerosis
(Qu y otros, 1996) .
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Otros aspectos sorprendentes de este descubrimiento son evidentes en una comparacién con trabajos anteriores
con respecto a quitar las microparticulas procoagulantes de las membranas del plasma y la demarcacion de células
para la fagocitosis (WO 97/17084) . Zwaal y otros (1989; 1992) y Dachar y -Prigent y otros (1996) explicaron que la
translocalizacion de PS a la membrana del plasma se sigue por la liberacion de microparticulas, microvesiculas o
microesferas a partir de las células. Zwaal y otros (1989) y Williamson y Schlegel (1994) indicaron que la expresion
superficial de PS incita la limpieza mediante el sistema reticuloendotelial. A la luz de estos hechos de las células que
expresan PS, y las distintas actividades de translocasa bicapa documentadas (Julien y otros, 1995; Zhou y otros,
1997; Zhao y otros, 1998) , es sorprendente que los aminofosfolipidos superficiales de las células, tales como la PS
y la PE, puedan formar marcadores estaticos y suficientemente estables para permitir la localizacion y el enlace con
anticuerpos.

Antes de la presente invencion, habia evidencia creciente de que la PS de superficie aparece como parte del
proceso apoptopico, marcando células para su rapida destruccion (Hampton y otros, 1996; Martin y otros, 1995) .
Por lo tanto, aunque razonable para su uso como un marcador de diagndstico para ciertos estados de enfermedad,
tales como rechazo de injertos (Blankenberg y otros, 1998) , la vida aparentemente limitada de la PS de superficie
también aconsejaria en contra de su uso como un marcador viable para objetivo en la intervencion terapéutica.

Sin embargo, el estudio presente sin duda descubrié que los aminofosfolipidos son marcadores de las células
endoteliales vasculares del tumor adecuados para ser objetivos. Después de postular que la expresion de la PS era
necesaria para la accion del coaguligando VCAM, la presencia de la PS sobre los vasos sanguineos del tumor, pero
no en los vasos normales, fue demostrada in vivo. Las observaciones in vivo permitieron a los inventores explicar la
seguridad y efectividad de los coaguligandos anti-VCAM. Esto se debe al requisito de la expresion coincidente de un
marcador dirigido (por ejemplo, VCAM) , y la PS en el endotelio del tumor. Aun si la molécula objetivo esta presente
sobre el endotelio en condiciones normales o patoldgicas, no se dara como resultado la trombosis si falta la
expresion superficial de PS.

El valor de la presente invencién no se limita a explicar la accién de coaguligando, ni al sorprendente desarrollo de
las terapias de anticuerpos naturales. Estos descubrimientos han permitido a los inventores mostrar, por primera
vez, que la translocalizacién de la PS en células endoteliales puede presentarse sin dafio celular significativo o
muerte celular (Ejemplo XIV) . En el modelo de los inventores, la translocalizacion de la PS a la superficie de las
células endoteliales de los vasos sanguineos del tumor se presenta, como minimo en una parte significativa,
independientemente de los mecanismos apoptopicos u otros mecanismos de muerte celular. Por lo tanto, la
expresion en superficie de la PS en el ambiente del tumor no es una consecuencia de la muerte celular, ni tampoco
dispara la destruccion celular inmediata. Esto es de fundamental importancia y representa un adelanto en el
entendimiento cientifico de la biologia de la PS, la translocalizacion de la membrana, y las trayectorias de
sefializacion de células y apoptosis.

La separacion de la translocalizacion de la PS de la célula endotelial a partir de la apoptosis (ejemplo XIV) también
es integral a los métodos de la intervencion terapéutica basada en la expresion en superficie de la PS. Si la
translocalizaciéon de la PS a la membrana externa en las células endoteliales vasculares del tumor se presenta
solamente en células que estan muriendo, o si inevitablemente disparara la muerte celular, entonces el marcador PS
probablemente no estaria suficientemente disponible para servir como una entidad objetivo para terapia efectiva
(utilizando anticuerpos naturales o conjugados terapéuticos) . Esto no quiere decir que la expresion de la PS en
ciertas células endoteliales vasculares del tumor no es transitoria, y que el trastorno y la muerte celular no se
presentan en esta poblacion de células endoteliales, sino que el descubrimiento de que se puede lograr la expresion
de PS estable significativa sin muerte celular es un descubrimiento crucial importante en varios campos de la
biologia y para las nuevas terapias.

D. Anticuerpos desnudos contra aminofosfolipidos para tratamiento tumoral

Los presentes estudios de expresion de vasculatura tumoral con aminofosfolipidos soportan ademas la utilizacion de
coaguligandos dirigidos contra marcadores conocidos de vasculatura tumoral como agentes trombdéticos selectivos
para el tratamiento de tumores sdlidos. Las presentes observaciones han conducido también a los inventores a
desarrollar otros métodos de tratamiento tumoral. Por ejemplo, la utilizacién de inmunotoxinas anti-aminofosfolipidos
y coaguligandos anti-aminofosfolipidos en el tratamiento tumoral se da a conocer y se reivindica en la publicacion
PCT nuamero WO-A-00/02587, que se incorpora especificamente a la actual a titulo de referencia. El sorprendente
descubrimiento de la expresion estable de PS en células endoteliales intactas asociadas a tumores, que no estan
sometidas a muerte celular, hace que dichos métodos sean practicables y sorprendentes en sus efectos (dado que
la expresion PS se creyd que estaba asociada solamente con la destruccion celular) .

No obstante, se han descubierto métodos todavia mas inesperados de tratamiento tumoral. En la investigacion de la
utilizacion potencial de ataque mediante aminofosfolipidos, en el contexto de suministro posterior de una toxina o
coagulante a la vasculatura del tumor, los inventores han descubierto de manera sorprendente que los anticuerpos
desnudos anti-PS tienen un efecto destructivo en la vasculatura tumoral in vivo, en ausencia completa de cualquier
fraccion efectiva adicional.
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Uno de los presentes inventores ha estado desarrollando inmunotoxinas y coaguligandos contra la musculatura
tumoral para utilizacion terapéutica durante algun tiempo (por ejemplo, ver las Patentes U.S.A. numeros 5.855.866;
5.877.289; 5.965.132; 6.004.555 y 6.093.399) . En el curso normal de estos estudios, se han administrado varios
anticuerpos incluyendo anti-Clase Il, anti-endoglina, anti-VCAM-1 y anti-VEGF, a animales portadores de tumores y
han demostrado localizarse especificamente en la vasculatura intratumoral. Como continuacién de esta
confirmacion, los anticuerpos estan enlazados a la parte efectiva toxica o coagulante para formar una inmunotoxina
o coaguligando, que es administrado posteriormente para ejercer un efecto anti-tumoral.

Durante estos estudios, no se han descubierto anticuerpos desnudos que ejerzan por si mismos un efecto anti-
tumoral. La capacidad de anticuerpos anti-aminofosfolipidos en localizarse especificamente en vasculatura tumoral y
ejercer un efecto destructor concomitante, que lleva a la necrosis tumoral, es por lo tanto inesperada.

Si bien una comprensién molecular precisa de la forma exacta en la que funcionan los anticuerpos desnudos no es
necesaria a efectos de practicar la presente invencion, los inventores han previsto varios mecanismos que pueden
ser la base de la destruccion celular endotelial observada. Los mecanismos preferentes comprenden citotoxicidad
mediada por células, lisis mediada por complementos y/o apoptosis, si bien también pueden estar involucradas la
sefializacion celular inducida por anticuerpos y/o alteraciones en el citoesqueleto.

Dado que los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos anti-aminofosfolipidos desnudos o no conjugados se unen a
aminofosfolipidos en la superficie de las células endoteliales de los vasos del tumor, éstos formaran un
recubrimiento anticuerpos sobre la superficie luminal. Esto puede funcionar para atraer células efectivas inmunes,
tales como células T citotoxicas y/o células NK, que ejerceran entonces un efecto citotéxico mediado por células
sobre las células endoteliales vasculares.

La unién de anticuerpos intactos anti-aminofosfolipidos a la superficie de células endoteliales vasculares significara
también que las partes Fc de los anticuerpos sobresaldran hacia adentro del lumen vascular. Dado que los
fragmentos Fc del anticuerpo activan la ruta complementaria, la destruccion celular observada puede ser un
resultado de lisis complementaria-dirigida. La unién de anticuerpos activa, por lo tanto, la cascada de coagulacion
dependiente de complementos provocando la unidon de multicomponentes complejos y finalmente generando un
complejo litico que permeabiliza la célula objetivo. Por lo tanto, el ADCC activado por complementos puede
funcionar también en la destruccion, en la que el complemento se une a la célula objetivo recubierta por anticuerpos,
y en la que las células, tales como neutréfilos, que tienen receptores para complemento, provocan la lisis de la célula
objetivo.

La unién de anticuerpos anti-aminofosfolipidos puede también inducir apoptosis en las células endoteliales
vasculares del tumor. Otros grupos han identificado PS como un marcador posible de apoptosis (Williamson y
Schlegel, 1994) . No obstante, estos estudios anteriores estaban relacionados con la aparicion de PS externalizado
después de que otros estimulos habian iniciado el evento apoptético (Martin y otros, 1995) , es decir, lo inverso de la
propuesta de induccién de apoptosis actual. No hay informaciones conocidas de que los anticuerpos se unan a PS
induciendo realmente apoptosis. No obstante, los inventores consideran que esto es un mecanismo tan probable
como la citotoxicidad mediada por células o la lisis mediada por complementos, a pesar del hecho de que se ha
publicado muy recientemente la evidencia tangencial en sentido contrario por otros investigadores (Nakamura y
otros, 1998) .

Nakamura y otros (1998) analizaron las fracciones de anticuerpos de pacientes con anticoagulante de lupus (LAC) ,
un desorden asociado con trombosis arterial y venosa, trombocitopenia, y pérdida fetal recurrente. El plasma con
actividad anticoagulante de lupus inicialmente se dio a conocer que induce apoptosis en células endoteliales
(Nakamura y otros, 1994) . Las actividades apoptéticas del antisuero anticoagulante de lupus se dio a conocer
entonces que se localizaba en la fracciéon de anticuerpo de enlace con anexina V en 10/10 pacientes estudiados
(Nakamura y otros, 1998) . Como la anexina se enlaza con PS, la capacidad aparente de los anticuerpos anti-
anexina para inducir la apoptosis seria la opuesta de uno de los mecanismos destructivos dados a conocer por los
presentes inventores, es decir, a la capacidad de un anticuerpo anti-PS para inducir apoptosis.

La capacidad de las fracciones de anticuerpo LAC para inducir apoptosis se dio a conocer adicionalmente que es
inhibida por la preincubacion con anexina V (Nakamura y otros, 1998) . En cambio, la eliminacion de anticuerpos
anti-fosfolipidos de las fracciones IgG de pacientes con liposomas de fosfolipidos no aboli6 las actividades que
inducen la apoptosis o el enlace de anexina V (Nakamura y otros, 1998) . Estos resultados razonablemente
implicaron que los pacientes con LAC frecuentemente tienen anticuerpos que no se enlazan con fosfolipidos y asi
son responsables de la induccion de apoptosis de células endoteliales (Nakamura y otros, 1998) .

Sin necesidad de igualar los datos de LAC de Nakamura y otros (1998) con las presentes observaciones a partir de
estudios in vivo de tumores y vasculatura de tumor, debido a la naturaleza evidentemente dispar de estas
condiciones clinicas, los presentes inventores, sin embargo, tienen ciertas teorias unificantes. Nakamura y otros
(1998) intentaron eliminar anticuerpos de anti-fosfolipidos a partir de antisuero de pacientes usando liposomas de
fosfolipidos, y observaron que esto no abolié la actividad que induce la apoptosis. Estos resultados condujeron a
Nakamura y otros (1998) a concluir que los anticuerpos anti-fosfolipidos no pueden ser responsables de la actividad
apoptopica. Sin embargo, los presentes inventores tienen el deseo de sugerir que la incubacion con liposomas de

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 533255713

fosfolipidos puede no haber eliminado los anticuerpos anti-fosfolipidos del antisuero, ya que los fosfolipidos son
antigénicamente neutrales en forma de dos capas y liposomal, y en gran medida sélo se enlazan con anticuerpos en
forma hexagonal (Rauch y otros, 1986; Rauch y Janoff, 1990; Berard y otros, 1993; incorporada cada una a la
presente invenciéon como referencia) , o en asociacion con proteinas de membrana. Por lo tanto, los anticuerpos de
anti-fosfolipidos pueden permanecer en el antisuero LAC y pueden causar la actividad apoptépica observada o
contribuir a la misma.

Se puede concebir también que la unién de anti-aminofosfolipidos a la superficie de las células endoteliales
vasculares de tumores puede provocar alteraciones en la organizacion del citoesqueleto de la célula. Dado que el
citoesqueleto juega un papel en la organizacién de las membranas superficiales, y dado que la unién anti-
aminofosfolipido puede alterar (o alterar adicionalmente) la membrana, la unién de anticuerpos puede transmitir
cambios a proteinas al citoesqueleto que interaccionan con la bicapa. Es ya conocido que la organizacion espacial
de las proteinas del citoesqueleto controlan la estabilidad de la membrana y la forma de las células, y es posible que
la perturbacion de equilibrio del citoesqueleto pueda tener consecuencias de alcance en cuanto a la integridad
celular.

Otro mecanismo operativo adicional de la invencion puede consistir en que la unién de anticuerpos anti-
aminofosfolipido a la superficie de la célula endotelial puede iniciar transduccion de sefiales por rutas que todavia no
han sido definidas. La uniéon de anticuerpos anti-aminofosfolipidos puede también alterar rutas conocidas de
transduccion de sefales, por ejemplo, por alteracion de la conformacion y/o interacciones de receptores de
membranas, proteinas de transduccion de sefiales, canales de membranas y similares. Las sefiales para
destruccion celular (apoptosis) se pueden iniciar o imitar, y/o se pueden inhibir sefales de
preservacién/homeostaticas.

Si bien es de interés cientifico, la determinacion de la naturaleza exacta de la destruccién vascular conseguida por
los anticuerpos desnudos anti-aminofosfolipidos no es necesaria para la practica de la presente invencién. Dado que
la administracion de anticuerpos anti-aminofosfolipidos se ha demostrado que resulta ventajosamente en efectos
anti-tumorales especificos in vivo, la invencion puede ser utilizada con independencia del mecanismo molecular que
se subyace en este fendmeno.

Por lo tanto, la utilizacién de anticuerpos desnudos de la presente invencion representa un adelanto significativo en
la terapia tumoral. Si bien los coaguligandos son ventajosos para terapia tumoral, el anticuerpo de ataque o ligando
de ataque necesita ser conjugado a un coagulante efectivo, o estar asociado funcionalmente al mismo, tal como el
Factor de Tejido. Por lo tanto, la practica del ataque por coaguligandos y la metodologia de destruccion tumoral es
algo laboriosa por el hecho de que requiere la preparacion de conjugados adecuados, o complejos moleculares
coordinados (incluyendo anticuerpos biespecificos) . Por ejemplo, se debe preparar un anticuerpo o ligando de
ataque que se une al antigeno objetivo deseado; escoger un coagulante apropiado; enlazar el coagulante al
anticuerpo o ligando de ataque, o formar de otro modo una asociacion funcional de los dos componentes para
formar el coaguligando; separar el coaguligando del agente de ataque no conjugado, o sin formacién de complejo, y
coagulante; y a continuacion realizar los protocolos del tratamiento.

Si bien los métodos basados en coaguligandos se pueden llevar a la practica de manera facil y satisfactoria, se
pueden apreciar las ventajas que resultan del presente desarrollo de metodologia que incluye menos etapas
preparatorias y que por lo tanto puede ser llevado a cabo de una manera mas eficaz desde el punto de vista de los
costes. Ademas, la presente invencion da a conocer un sistema de un solo componente que avanzara de manera
mas rapida por el proceso de aprobacion normativa, permitiendo que métodos de tratamiento mejorados puedan ser
trasladados al ambito clinico, en el que se necesitan de manera urgente.

E. Anticuerpos anti-aminofosfolipidos
E1. Anticuerpos de anti-aminofosfolipido policlonales

Los medios para preparar y caracterizar anticuerpos son muy conocidos en la técnica (ver, por ejemplo, Antibodies:
A Laborator y Manual, Cold Spring Harbor Laborator y , 1988; incorporado a la presente invencién a titulo de
referencia) . Para preparar antisueros policlonales un animal se inmuniza con una composicién de aminofosfolipido
inmunogénica, y los antisueros recolectados de ese animal inmunizado. Una amplia gama de especies animales se
puede usar para la produccién de antisuero. Tipicamente el animal usado para la produccién de antisuero es un
conejo, raton, rata, hamster, conejillo de indias o cabra. Debido al volumen sanguineo relativamente grande de los
conejos, un conejo es la eleccion preferente para la producciéon de anticuerpos policlonales.

La cantidad de composicion de inmunégeno usada en la produccion de anticuerpos policlonales varia segun la
naturaleza del inmunégeno asi como el animal usado para la inmunizacién. Una variedad de rutas se pueden usar
para administrar el presente inmundgeno de aminofosfolipido; subcutanea, intramuscular, intradérmica, intravenosa,
intraperitoneal e intraesplénica. La produccién de anticuerpos policlonales se puede controlar realizando muestras
de sangre del animal inmunizado en varios puntos después de la inmunizacién. Una segunda inyeccién de refuerzo,
también se le puede dar. El proceso de refuerzo vy titulaciéon se repite hasta que se logra una titulacion adecuada.
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Cuando se obtiene un nivel de titulacién deseado, el animal inmunizado se puede sangrar y el suero es aislado y
almacenado. El animal también se puede usar para generar anticuerpos monoclonales.

Como es muy conocido en esta técnica, la inmunogenicidad de una composicion determinada se puede aumentar
mediante el uso de estimuladores no especificos de la respuesta inmune, conocidos como adyuvantes. Los
adyuvantes, a titulo de ejemplo, incluyen adyuvante de Freund completo, un estimulador no especifico de la
respuesta inmune que contiene Mycobacterium tuberculosis muertas; adyuvante de Freund incompleto; y adyuvante
de hidroxido de aluminio.

Puede ser deseado reforzar el sistema inmunologico del huésped, lo que se puede lograr asociando los
aminofosfolipidos con un portador o acoplando los aminofosfolipidos al mismo. Los portadores son, a titulo de
ejemplo, hemocianina keyhole limpet (KLH) y albumina de suero bovino (BSA) . Otras albuminas, tales como la
ovalbumina, albumina de suero de raton o la albumina de suero de conejo, también se pueden usar como
portadores.

Como también se conoce en esta técnica, una composicion dada puede variar en su inmunogenicidad. Sin embargo,
la generacion de anticuerpos contra los aminofosfolipidos no es particularmente dificil. Por ejemplo, los anticuerpos
anti-fosfatidilserina muy especificos se cultivaron en conejos inmunizados con inyecciones intramusculares de geles
de poliacrilamida que contienen fosfatidilserina y con vesiculas de citocroma c de fosfatidilserina (Maneta-Peyret y
otros, 1988; 1989 incorporadas a la presente invenciéon como referencia) . El uso de implantes de acrilamida
aumento la produccion de anticuerpos (Maneta-Peyret y otros, 1988; 1989) . Los anticuerpos anti-fosfatidilserina
cultivados de esta manera son capaces de detectar la fosfatidilserina in situ en plaquetas humanas (Maneta-Peyret y
otros, 1988) . Los grupos de Inoue, Rote y Rauch también han desarrollado anticuerpos anti-PS y anti-PE (ver mas
adelante) .

E2. Anticuerpos de anti-aminofosfolipidos monoclonales

Varios métodos para generar anticuerpos monoclonales (MAbs) también son muy conocidos en este momento en la
técnica. Las técnicas de generacion de anticuerpos monoclonales mas estandares generalmente comienzan a lo
largo de las mismas lineas que aquellas para preparar anticuerpos policlonales (Antibodies: A Laborator y Manual,
Cold Spring Harbor Laborator y , 1988) . Una respuesta de anticuerpo policlonal se inicia inmunizando un animal con
una composicion de aminofosfolipido inmunogénico y, cuando se obtiene un nivel de titulacién deseado, el animal
inmunizado se puede emplear para generar anticuerpos monoclonales.

Los anticuerpos monoclonales pueden ser facilmente preparados a través del uso de técnicas muy conocidas, tales
como las ejemplificadas en la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica nimero 4.196.265 adjunta a la
presente invencidon como referencia. Tipicamente, esta técnica involucra inmunizar un animal adecuado con la
composicion de inmunoégeno de aminofosfolipido seleccionada. La composicion inmunizante se administra de una
manera efectiva para estimular las células de produccion de anticuerpos. Los roedores tales como ratones y ratas
son los animales preferentes, sin embargo, el uso de conejos, ovejas y sapos también es posible. El uso de ratas
puede proporcionar ciertas ventajas (Goding, 1986, paginas 60-61) , pero se prefieren los ratones, siendo el mas
preferente el raton BALB/c y éste se usa de manera mas rutinaria y generalmente da un porcentaje mas alto de
fusiones estables.

Después de la inmunizacion, las células somaticas con el potencial para producir anticuerpos de aminofosfolipidos,
especificamente linfocitos B (células B) , se seleccionan para su uso en el protocolo para generar anticuerpos
monoclonales. Estas células se pueden obtener a partir de bazos, amigdalas o ganglios linfaticos procedentes de
una biopsia, o de muestras de sangre periférica. Las células del bazo y las células de la sangre periférica se
prefieren, las primeras debido a que son una fuente rica de células que producen anticuerpos que estan en la etapa
de plasmablasto de division, y las ultimas porque la sangre periférica es facilmente accesible. Frecuentemente, un
panel de animales habran sido inmunizados y el bazo del animal con la titulacién de anticuerpos mas alta sera
eliminado y se obtendran los linfocitos del bazo homogenizando el bazo con una jeringa. Tipicamente, un bazo de un
ratén inmunizado contiene aproximadamente 5 X 10" hasta 2 X 108 linfocitos.

Los linfocitos B que producen anticuerpos de anti-aminofosfolipidos a partir del animal inmunizado se fusionan
entonces con células de una célula de mieloma inmortal, generalmente una de la misma especie que el animal que
fue inmunizado. Las lineas de células de mieloma adecuadas para su uso en procedimientos de fusiéon que
producen hibridoma preferiblemente son los que no producen anticuerpos, tienen alta eficiencia de fusion, y
deficiencias de enzimas que los vuelven incapaces de crecer en ciertos medios selectivos, los cuales soportan el
crecimiento de solamente las células fusionadas deseadas (hibridomas) .

Cualquiera de un numero de células de mieloma se puede usar, como se conoce por los expertos en la técnica
(Goding, paginas 65-66, 1986; Campbell, paginas 75-83, 1984) . Por ejemplo, cuando un animal inmunizado es un
ratén, uno puede usar PE-X63/Ag8, X63-Ag8.653, NS1/1.Ag 4 1, Sp210-Ag14, FO, NSO/U, MPC-11, MPC11-X45-
GTG 1.7 y S194/5XX0 Bul; para ratas, uno puede usar R210.RCY3, Y3-Ag 1.2.3, IR983F, 4B210 o una de las lineas
celulares de ratén listadas anteriormente; y U-266, GM1500-GRG2, LICR-LON-HMy2 y UC729-6, todos son utiles en
relacion con las fusiones de células humanas.
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Los métodos para generar hibridos de células de bazo o de ganglios linfaticos que producen anticuerpos y de
células de mieloma usualmente comprenden las células somaticas con células de mieloma en una proporcién de
4:1, aunque la proporcion puede variar desde aproximadamente 20:1 hasta aproximadamente 1:1, respectivamente,
en la presencia de un agente o agentes (quimicos o eléctricos) que promueven la fusion de las membranas
celulares. Los métodos de fusion usando el virus Sendai se han descrito por Kohler y Milstein (1975; 1976) , y
aquellos que usan polietilenglicol (PEG) , tal como 37 por ciento (volumen/volumen) de polietilenglicol, por Gefter y
otros, (1977) . El uso de métodos de fusion inducidos eléctricamente también es adecuado (Goding paginas 71-74,
1986) .

Los procedimientos de fusion usualmente producen hibridos viables a bajas frecuencias, aproximadamente 1 x 10°°
hasta 1 x 108, Sin embargo, esto no plantea un problema, ya que los hibridos viables, fusionados, se diferencian de
las células padre no fusionadas (particularmente las células de mieloma no fusionadas que normalmente
continuarian dividiéndose indefinidamente) cultivando en un medio selectivo. El medio selectivo generalmente es
uno que contiene un agente que bloquea la sintesis de novo de los nucleétidos en el medio de cultivo de tejido. Los
agentes a titulo de ejemplo y preferentes son aminopterina, metotrexato, y azaserina. La aminopterina y el
metotrexato bloquean la sintesis de novo tanto de purinas como de pirimidinas, mientras que los bloques de
azaserina solamente la sintesis de purina. Cuando se usa aminopterina o metotrexato, los medios se suplementan
con hipoxantina y timidina como una fuente de nucleétidos (medio HAT) . Cuando se usa azaserina, los medios se
suplementan con hipoxantina.

El medio de seleccion preferente es HAT. Solamente las células capaces de activar trayectorias de salvacion de
nucledétidos son capaces de sobrevivir en el medio HAT. Las células de mieloma carecen de enzimas claves de la
trayectoria de salvacion, es decir, hipoxantina fosforribosil transferasa (HPRT) , y no pueden sobrevivir. Las células
B pueden activar esta trayectoria, pero tienen una extension de vida limitada en cultivo y generalmente mueren
dentro de dos semanas. Por lo tanto, las Unicas células que pueden sobrevivir en el medio selectivo son aquellos
hibridos formados a partir de las células B y mieloma.

Este cultivo proporciona una poblacion de hibridomas a partir de la cual se seleccionan los hibridomas especificos.
Tipicamente, la seleccion de hibridomas se realiza mediante el cultivo de células por diluciéon de clon Unico en placas
de microtitulacion, seguidas por pruebas de los sobrenadantes clonales individuales (después de aproximadamente
dos a tres semanas) para la reactividad de anti-aminofosfolipido deseada. La prueba podria ser sensible, simple y
rapida, como los radioinmunoensayos, los inmunoensayos de enzimas, los ensayos de citotoxicidad, los ensayos de
placa, los ensayos de inmunoenlace de punto, y similares.

Los hibridomas seleccionados se diluirian serialmente y clonarian en lineas celulares que producen anticuerpos de
anti-aminofosfolipidos individuales, cuyos clones pueden propagarse indefinidamente para proporcionar anticuerpos
monoclonales. Las lineas celulares se pueden explotar para la produccién de anticuerpos monoclonales en dos
maneras basicas. Una muestra de hibridoma se puede inyectar (frecuentemente en la cavidad peritoneal) en un
animal histocompatible del tipo que se us6 para proporcionar las células somaticas y de mieloma para la fusion
original. El animal inyectado desarrolla tumores secretando el anticuerpo monoclonal especifico producido por el
hibrido de célula fusionada. Los fluidos corporales del animal, tales como suero o fluido de ascitas, se pueden
entonces drenar para proporcionar anticuerpos monoclonales a alta concentracién. Las lineas celulares individuales
podrian también ser cultivadas in vitro, en donde los anticuerpos monoclonales se secretan naturalmente en el
medio de cultivo a partir del cual pueden obtenerse facilmente en altas concentraciones.

Los anticuerpos monoclonales producidos por cualquier medio generalmente se purificaran adicionalmente, por
ejemplo, usando filtrado, centrifugacion y varios métodos cromatograficos, tales como cromatografia liquida de alto
rendimiento o cromatografia por afinidad, todas aquellas técnicas de purificacion son muy conocidas para los
expertos en la técnica. Las técnicas de purificacién involucran el fraccionamiento para separar el anticuerpo deseado
de otros componentes de una mezcla. Los métodos analiticos particularmente adecuados para la preparacion de
anticuerpos incluyen, por ejemplo, cromatografia de proteina A-Sefarosa y/o proteina G-Sefarosa.

Umeda y otros, (1989) dieron a conocer la produccion efectiva de anticuerpos monoclonales que reconocen epitopes
estéreo-especificos de la fosfatidilserina. El sistema Umeda se basa en la inmunizacion directa de la fosfatidilserina
en bazo de ratén usando una muestra de aminofosfolipido cubierto por Salmonella (Umeda y otros, 1989) . El
protocolo de Umeda da una alta frecuencia de anticuerpos monoclonales anti-PS, que muestran tres perfiles
distintos de reactividad variando desde altamente especifico hasta ampliamente reactivo en cruz. Umeda por lo tanto
también se incorpora en la presente solicitud de patente a titulo de referencia para describir adicionalmente los
ensayos de seleccion para identificar los anticuerpos monoclonales que se enlazan especificamente con PS, por
ejemplo, y no se enlazan con fosfatidilcolina.

Cualquiera de los 61 hibridomas generados por Umeda podrian potencialmente emplearse en la presente invencion.
Los ejemplos son PSC8, PSF11, PSG3, PSD11, PSF10, PS1B, PS3D12, PS2C11; PS3A, PSF6, PSF7, PSB4,
PS3H1; PS4A7 y PS1G3. Los mas preferentes son PS3A, PSF6, PSF7, PSB4 y PS3H1 ya que se enlazan
solamente con la fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina. Los anticuerpos anti-PS preferentes son PS4A7 (IgM) y
PS1G3 (IgGs) , ya que son muy especificos para PS y no muestran reaccion cruzada con otros fosfolipidos. El
PS4A7 reconoce la configuracion estéreo-especifica del residuo serina en PS (Figura 1, Umeda y otros, 1989) .
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Igarashi y otros, (1991) también informaron sobre la induccién efectiva de anticuerpos anti-PS del isotipo IgG
mediante inmunizacion intraesplénica. Solamente un ligero incremento de titulacién se observé cuando se inyectd
nuevamente intravenosamente el antigeno. Una frecuencia alta de anticuerpos monoclonales anti-PS del isotipo IgG
también se observé incluso cuando se produjeron los anticuerpos monoclonales 10 dias después de la inyeccion
intraesplénica del antigeno. Estos anticuerpos también se emplearon por Schuurmans Stekhoven y otros, (1994) .

La otra produccion de anticuerpo anti-PS significativa ha sido por Rote y colegas. Rote y otros, (1993) empled
particularmente micelas de PS en combinacién con adyuvante completo de Freund para generar anticuerpos anti-PS
especificos. Rote y otros, (1993) también generaron anticuerpos monoclonales que se diferencian entre cardiolipina
(CL) y PS. Rote y oftros, (1993) por lo tanto también se incorporan en la presente solicitud de patente a titulo de
referencia con objetivo de describir adicionalmente ensayos de seleccion para identificar los anticuerpos
monoclonales que se enlazan especificamente con PS probando contra plaguetas en reposo y activadas por
trombina usando la citometria de flujo.

El anticuerpo 3SB9b producido por Rote y otros, (1993) reacciond solamente con PS, y es un anticuerpo preferente
para su uso en la presente invencion. BA3B5C4 también se puede usar ya que reacciona tanto con PS como con
CL. Esos anticuerpos también se describen en Lin y otros (1995) , Obringer y otros (1995) y Katsuragawa y otros
(1997) .

E3. Anticuerpos anti-aminofosfolipidos a partir de bibliotecas de fagémidos

La tecnologia recombinante permite en este momento la preparacion de anticuerpos que tienen la especificidad
deseada a partir de genes recombinantes que codifican una gama de anticuerpos (Van Dijk y otros, 1989) . Ciertas
técnicas recombinantes usan el aislamiento de genes de anticuerpos por selecciéon inmunolégica de bibliotecas de
expresion de fagos de inmunoglobulina combinatoria preparadas a partir de ARN aislado del bazo de un animal
inmunizado (Morrison y otros, 1986; Winter y Milstein, 1991) .

Para estos métodos, las bibliotecas de fagémidos de inmunoglobulina combinatoria se preparan a partir de ARN
aislado a partir del bazo del animal inmunizado, y los fagémidos que expresan los anticuerpos adecuados se
seleccionan por lavado en batea, usando células que expresan el antigeno y las células de control. Las ventajas de
este enfoque sobre las técnicas de hibridoma convencionales son que aproximadamente 10* veces tantos
anticuerpos se pueden producir y seleccionar en una sola ronda, y que se generan nuevas especificidades por la
combinacion de la cadena H y la cadena L, lo cual aumenta adicionalmente el porcentaje de anticuerpos adecuados
generados.

Un método para la generacion de un gran repertorio de diversas moléculas de anticuerpos en bacterias utiliza el
bacteriéfago lambda como el vector (Huse y otros, 1989) . La produccién de anticuerpos que usan el vector lambda
comprende la clonacién de poblaciones de cadenas pesadas y ligeras de las secuencias de ADN en vectores
iniciales por separado. Los vectores se combinan posteriormente aleatoriamente para formar un solo vector que
dirige la coexpresion de cadenas pesadas y ligeras para formar fragmentos de anticuerpos. Las secuencias de ADN
de cadena pesada y ligera se obtienen por amplificacion, preferiblemente por PCR o una técnica de amplificacion
relacionada, de ARNm aislado a partir de células de bazo (o hibridomas de las mismas) de un animal que ha sido
inmunizado con un antigeno seleccionado. Las secuencias de cadena pesada y ligera tipicamente se amplifican
usando cebadores que incorporan sitios de restriccion en los extremos del segmento de ADN amplificado para
facilitar la clonacion de los segmentos de cadena pesada y ligera en los vectores iniciales.

Otro método para la generacion y seleccion de bibliotecas grandes de sitios de combinacion de anticuerpos enteros
o parcialmente sintéticos, o paratopos, utiliza vectores de despliegue derivados de fago filamentoso, tal como M13, fl
o fd. Estos vectores de despliegue de fago filamentoso, conocidos como fagémidos, producen grandes bibliotecas
de anticuerpos monoclonales que tienen diversas y novedosas inmunoespecificidades. La tecnologia usa un dominio
de ancla de membrana de proteina de recubrimiento de fago filamentoso como un medio para enlazar el producto
del gen y el gen durante la etapa de ensamble de la réplica de fago filamentoso, y se ha usado para la clonacion y
expresion de anticuerpos a partir de bibliotecas combinatorias (Kang y otros, 1991; Barbas y otros, 1991) .

Esta técnica general para el despliegue de fago filamentoso se describe en la Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica Numero 5.658.727. En un sentido mas general, el método proporciona un sistema para la clonacién y
seleccion simultanea de especificidades de enlace con ligando preseleccionado a partir de repertorios de genes de
anticuerpos usando un solo sistema de vector. La selecciéon de miembros aislados de la biblioteca para una
capacidad de enlace de ligando preseleccionada permite la correlacion de la capacidad de enlace de una molécula
de anticuerpo expresada con un medio adecuado para aislar el gen que codifica al miembro de la biblioteca.

El enlace de la expresion y la seleccion se llevan a cabo mediante la combinacion del ataque a un polipéptido de
fusion en el periplasma de una célula bacteriana para permitir el ensamble de un anticuerpo funcional, y el ataque de
un polipéptido de fusion sobre el recubrimiento de una particula de fago filamentoso durante el ensamble del fago
para permitir la seleccién adecuada del miembro de interés de la biblioteca. El ataque periplasmico se proporciona
por la presencia de un dominio de sefial de secrecion en un polipéptido de fusiéon. Tomar como blanco o atacar una
particula de fago se proporciona mediante la presencia de un dominio de ancla de membrana de proteina de

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 533255713

recubrimiento de fago filamentoso (es decir, un dominio de ancla de membrana derivada de cplll o cpVIll) en un
polipéptido de fusion.

La diversidad de una biblioteca de anticuerpos combinatorios basados en fagos filamentosos se puede aumentar
mezclando genes de cadenas pesadas y ligeras, alterando una o mas de las regiones de determinacion de
complementariedad de los genes de cadena pesada clonados de la biblioteca, o introduciendo mutaciones aleatorias
en la biblioteca mediante reacciones de cadena de polimerasa propensa a error. Otros métodos adicionales para
seleccionar bibliotecas de fagémidos se describen en las Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Numeros
5.580.717; 5.427.908; 5.403.484; y 5.223.409.

Otro método para la seleccion de grandes bibliotecas de anticuerpos combinatorios se ha desarrollado, utilizando la
expresion de poblaciones de diversas secuencias de cadenas pesadas y ligeras en la superficie de un bacteriéfago
filamentoso, tal como M13, fl o fd (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Numero 5.698.426) . Dos
poblaciones de diversas secuencias de cadenas pesada (Hc) y ligera (Lc) se sintetizan por la reacciéon de cadena de
polimerasa (PCR) . Estas poblaciones se clonan en vectores basados en M13 separados que contienen los
elementos necesarios para la expresion. El vector de cadena pesada contiene una secuencia de proteina de
recubrimiento de gen VIII (gVIll) , de manera que la traduccion de la secuencia de cadena pesada produce las
proteinas de fusion gVllI-Hc. Las poblaciones de dos vectores se combinan aleatoriamente, de manera que
solamente las porciones del vector que contienen las secuencias Hc y Lc se unen en un solo vector circular.

El vector combinado dirige la coexpresién tanto de las secuencias Hc y Lc para ensamblar los dos polipéptidos y la
expresion de superficie en M13 (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Numero 5.698.426) . La etapa de
combinacion aleatoriamente junta secuencias de codificacion Hc y Lc diferentes dentro de dos poblaciones distintas
en un solo vector. Las secuencias de vectores donados de cada vector independiente son necesarias para la
produccion de un fago viable. También, ya que las secuencias de seudo gVIll estan contenidas solamente en uno de
los dos vectores iniciales, la coexpresion de fragmentos de anticuerpos funcionales como proteinas de fusion gVlliI-
Hc asociados con Lc no se puede llevar a cabo en la superficie del fago hasta que las secuencias del vector se
enlacen en un solo vector.

La expresion superficial de la biblioteca de anticuerpos se realiza en una cepa supresora de ambar. Un codén de
detencién de ambar entre la secuencia Hc y la secuencia gVIll desenlaza los dos componentes en una cepa no
supresora. Aislando el fago producido a partir de la cepa no supresora e infectando una cepa supresora se
enlazaran las secuencias Hc con la secuencia gVl durante la expresion. Cultivando la cepa supresora después de
la infeccién se permite la coexpresion en la superficie de M13 de todas las especies de anticuerpos dentro de la
biblioteca como proteinas de fusion gVl (proteinas de fusién gVllI-Fab) . Alternativamente, el ADN se puede aislar a
partir de la cepa no supresora y luego introducirse en una cepa supresora para llevar a cabo el mismo efecto.

La biblioteca de expresion superficial se selecciona para determinar fragmentos especificos Fab que se enlazan con
moléculas preseleccionadas mediante procedimientos de aislamiento por afinidad estandares. Estos métodos
incluyen, por ejemplo, lavado con batea (Parmley y Smith, 1988 incorporada a la presente invencion como
referencia) , cromatografia por afinidad y procedimientos de manchado en fase soélida. El lavado con batea es
preferente, debido a que se pueden seleccionar titulaciones altas de fago facilmente, rapidamente y en volumenes
pequefios. Ademas, este procedimiento puede seleccionar fragmentos menores de Fab de especies dentro de la
poblacion, lo cual de otro modo habria sido indetectable, y amplificar a poblaciones sustancialmente homogéneas.
Los fragmentos Fab seleccionados se pueden caracterizar secuenciando los acidos nucleicos que codifican los
polipéptidos después de la amplificacion de la poblacion de fagos.

Otro método para producir distintas bibliotecas de anticuerpos y seleccionar las especificidades de enlace deseables
se describe en la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Numero 5.667.988, y la Patente de los Estados
Unidos de Norteamérica Numero 5.759.817. El método comprende la preparacién de bibliotecas de moléculas de
inmunoglobulina heterodimérica en forma de bibliotecas de fagémidos que usan oligonucleétidos degenerados y
reacciones de extension de cebadores para incorporar las degeneraciones en las regiones de CDR de los dominios
variables de cadenas pesadas vy ligeras variables de inmunoglobulina, y desplegar los polipéptidos mutagenizados
en la superficie del fagémido. Después de eso, la proteina de despliegue se selecciona por su capacidad para
enlazarse con un antigeno preseleccionado.

El método para producir una molécula de inmunoglobulina heterodimérica generalmente comprende (1) introducir un
gen de codificacion de region V de cadena pesada o ligera de interés en el vector de despliegue de fagémido; (2)
introducir un sitio de enlace aleatorio en el vector de proteina de despliegue de fagémido por la extension del
cebador con un oligonucleétido que contiene regiones de homologia con un CDR del gen de regién V de anticuerpo
y que contiene regiones de degeneracion para producir secuencias de codificacion aleatorias para formar una gran
poblacion de vectores de despliegue, cada uno capaz de expresar diferentes sitios de enlace putativos desplegados
sobre una proteina de despliegue de superficie de fagémido; (3) expresar la proteina de despliegue y el sitio de
enlace sobre la superficie de una particula de fago filamentoso; y (4) aislar (seleccionar) la particula de fago
expresada en la superficie usando técnicas de afinidad, tales como lavado en batea de particulas de fago contra un
antigeno previamente seleccionado, aislando una o mas especies del fagémido que contiene una proteina de
despliegue que contiene un sitio de enlace que enlaza un antigeno preseleccionado.
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Otra variacion de este método para producir diversas bibliotecas de anticuerpos y seleccionar especificidades de
enlace deseables se describe en la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica NUmero 5.702.892 incorporada
a la presente invenciéon como referencia. En este método, solamente se emplean secuencias de cadena pesada, las
secuencias de cadena pesada son aleatorias en todas las posiciones del nucleétido, las cuales codifican ya sea la
region hipervariable CDRI o CDRIII, y la variabilidad genética en las CDRs se genera independientemente de
cualquier proceso bioldgico.

En el método, dos bibliotecas se disefian técnicamente para cambiar genéticamente los motivos de oligonucledtidos
dentro del marco estructural de la estructura del gen de cadena pesada. En toda la mutacion aleatoria, ya sea de la
CDRI o CDRaIlI, las regiones hipervariables en el gen de cadena pesada se reconstruyeron para dar como resultado
una coleccion de secuencias muy diversas. Las proteinas de cadena pesada codificadas por la coleccion de
secuencias de gen mutados poseen el potencial para tener todas las caracteristicas de enlace de una
inmunoglobulina, al mismo tiempo que requiere solamente una de las dos cadenas de inmunoglobulina.

Especificamente, el método se practica en ausencia de la proteina de cadena ligera de inmunoglobulina. Una
biblioteca de fago que despliega proteinas de cadena pesada modificadas se incuba con un ligando inmovilizado
para seleccionar clones que codifican proteinas recombinantes que especificamente enlazan al ligando inmovilizado.
El fago unido se disocia del ligando inmovilizado y se amplifica mediante cultivo en células huésped bacterianas. Las
placas virales individuales, cada una expresando una proteina recombinante diferente, se extienden, y los clones
individuales se pueden probar para determinar su actividad de enlace.

E4. Anticuerpos anti-aminofosfolipidos a partir de pacientes humanos

Los anticuerpos contra los aminofosfolipidos, particularmente la fosfatidilserina y la fosfatidiletanolamina, se
presentan en la poblacién humana, en donde se correlacionan con ciertos estados de enfermedades. Los
anticuerpos anti-aminofosfolipidos son parte de los anticuerpos anti-fosfolipido heterogéneos (aPL) , observados que
tienen familias de diferentes especificidades y clases. El sindrome anti-fosfolipido primario (APS) se ha separado de
otras formas de enfermedad autoinmune asociada con la produccion de anticuerpos anti-fosfolipidos.

Los anticuerpos anti-PS se asocian particularmente con pérdida de embarazo recurrente (Rote y otros, 1995; Rote,
1996; Vogt y otros, 1996; Vogt y otros, 1997) y con la enfermedad autoinmune, lupus eritematoso sistémico (SLE o
lupus) (Branch y otros, 1987) . Los anticuerpos anti-PE también se han dado a conocer en pacientes humanos,
particularmente aquellos con enfermedades autoinmunes (Staub y otros, 1989) . Branch y otros (1987) dieron a
conocer que el 80 por ciento de pacientes con lupus anticoagulante (LA o LAC) tenian autoanticuerpos que
reconocieron la PE; con Drouvalakis y Buchanan (1998) aumentando este numero a 95 por ciento de positivos a PE
a partir de suero de LAC autoinmune.

Los anticuerpos anti-fosfolipidos no se deben confundir con los anticuerpos anti-células endoteliales (AECA) ,
aunque se pueden encontrar en el mismo paciente. La existencia de los AECA se ha documentado en una variedad
de escenarios clinicos asociados con vasculitis, tales como esclerosis sistémica (SS) . Para estudiar los anticuerpos
anti-células endoteliales, se obtienen anticuerpos a partir de pacientes que no tienen anticuerpos anti-fosfolipidos
(suero negativo-aPL) .

El papel patégeno de los anticuerpos anti-células endoteliales sigue siendo poco claro, aunque Bordron y otros
(1998) muy recientemente sugirieron que los anticuerpos anti-células endoteliales pueden iniciar la apoptosis en las
células endoteliales, lo cual seria seguido por transferencia de PS a la cara externa de la membrana. Los inventores
propusieron que esto serviria para la generacion posterior de los anticuerpos anti-fosfolipidos que algunas veces se
ven junto con los anticuerpos anti-células endoteliales en pacientes con lesiones de la piel o con enfermedad de
tejido conectivo (Bordron y otros, 1998) . Sin embargo, aunque los anticuerpos anti-células endoteliales que se
enlazan con el antigeno que induce la apoptosis se postuld, estos estudios no condujeron a mayor caracterizacion
de los anticuerpos anti-células endoteliales, todavia expresan que representan una familia extremadamente
heterogénea de anticuerpos que reaccionan con diferentes estructuras (no lipidas) en las células endoteliales
(Bordron y otros, 1998) .

Los anticuerpos anti-fosfatidilserina estan muy asociados con pérdida de embarazo, hipertensién inducida en el
embarazo y retardo de crecimiento intrauterino. Un antigeno dependiente de la fosfatidilserina se ha mostrado que
se expresa en la superficie de un modelo de coriocarcinoma (BeWo) de células citotrofoblasticas de diferenciacion,
lo que indica que deberia ser accesible in vivo a los anticuerpos anti-fosfatidilserina circulantes (Rote y otros, 1995) .
Sin duda, Vogt y otros (1996) mostraron que el anticuerpo monoclonal 3SB9b, que reacciona con fosfatidilserina
pero no con cardiolipina, indujo una reduccion significativa tanto en los pesos fetales y placentarios en un modelo de
ratén para el sindrome de anticuerpo anti-fosfolipido.

Estos autores desarrollaron un modelo para explicar los abortos asociados con anticuerpos anti-fosfolipidos: el
anticuerpo anti-fosfatidilserina revela sitios para el enlace de protrombina en la superficie del trofoblasto, mas
probablemente eliminando Anexina V (Vogt y otros, 1997) . La diferenciacion del trofoblasto se asocia con la
externalizacién de la fosfatidilserina a partir de la superficie interna a la externa de la membrana del plasma.
Normalmente, la externalizacion de la fosfatidilserina es concurrente con el enlace de Anexina V, lo cual evita que la
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superficie rica en fosfatidilserina actie como un sitio para la activacion de la coagulacion. Por lo tanto, cuando los
anticuerpos anti-fosfolipidos estan presentes, evitan el enlace de Anexina V y conducen a un estado procoagulante
(Vogt y otros, 1997) .

Los anticuerpos anti-PE frecuentemente se asocian con anticoagulantes de lupus (sueros LAC) . El papel de la PE y
anti-PE en la LAC es extremadamente complejo, ver, por ejemplo, Smirnov y otros (1995) , en donde se presentan
varias hipotesis. Smirnov y otros (1995) dan a conocer que, en presencia de la proteina activada C y PE, el plasma
de LAC forma coagulos mas rapido que el plasma normal. Rauch y otros (1986) caracterizan los anticuerpos anti-
fosfolipidos de LAC como que prolongan el tiempo de coagulacion en ensayos de coagulacion in vitro.

Vlachoyiannopoulos y otros (1993) probaron el suero SLE y APS mediante ensayo ELISA para anticuerpos para
fosfatidiletanolamina y cardiolipina, en comparacion con donantes de sangre sanos. Tanto los pacientes de SLE
como de APS dieron a conocer que presentaban una titulacion alta de anticuerpos anti-PE IgM que los pacientes
normales, mientras que la reactividad de IgG e IgA anti-PE no diferia. Se sugiri6 que los anticuerpos IgA e IgG anti-
PE pueden presentarse en titulaciones bajas como autoanticuerpos naturales en sujetos normales
(Vlachoyiannopoulos y otros (1993) .

Rauch y otros (1986) produjeron hibridomas fusionando linfocitos a partir de 13 pacientes con lupus eritematoso
sistémico con una linea de linfoblastoide. Los inventores demostraron que los autoanticuerpos que prolongaban el
tiempo de coagulacion se enlazaban con fosfolipidos en fase hexagonal, incluyendo formas naturales y sintéticas de
fosfatidiletanolamina (Rauch y otros, 1986, incorporada a la presente invencion como referencia) . En cambio, los
fosfolipidos laminares, tales como la fosfatidilcolina y las formas laminares sintéticas de la fosfatidiletanolamina, no
tuvieron efecto en la actividad anticoagulante (Rauch y otros, 1986) .

Rauch y Janoff (1990) quisieron mostrar que la inmunizacién de ratones con fosfatidiletanolamina en la fase
hexagonal Il, pero no en la fase de bicapa, daba como resultado la induccién de anticuerpos anti-fosfolipidos. Estos
anticuerpos fueron muy reactivos con la fosfatidiletanolamina y tuvieron actividad anticoagulante de lupus funcional
caracteristica de los autoanticuerpos de pacientes con enfermedad autoinmune (Rauch y Janoff, 1990) .

La forma de fase hexagonal Il de los aminofosfolipidos debera entonces usarse ventajosamente para generar
anticuerpos para su uso en la presente invencion. Sin duda, Trudell dio a conocer que los anticuerpos cultivados
contra los aductos de proteina TFA- (trifluoroacetil-) se enlazan con TFA-fosfatidiletanolamina en las micelas de
fosfolipido en fase hexagonal, pero no en liposomas laminares (Trudell y otros, 1991a) . Los autores sugieren que
los aductos de TFA-fosfatidiletanolamina que residen en dominios no laminares en la superficie del hepatocito
podrian ser sitios de reconocimiento para anticuerpos de aducto anti-TFA, y potencialmente participar en la
hepatotoxicidad de halotano mediada inmune (Trudell y otros, 1991a) . Después se demostré que estos mismos
anticuerpos reaccionan en forma cruzada con TFA-dioleoilfosfatidiletanolamina cuando este aducto se incorpora en
la superficie de los hepatocitos (Trudell y otros, 1991b) , soportando, por lo tanto, esta hipétesis.

Berard ademas explicé la forma en fase hexagonal Il de los aminofosfolipidos, tales como PE (Berard y otros, 1993)
. En las bicapas, los fosfolipidos generalmente adoptan una estructura de gel, reticula cristalina o fase laminar
(Berard y otros, 1993) . Sin embargo, dependiendo del contenido de colesterol, de los ambientes de proteina e
iénicos, los fosfolipidos facilmente cambian fases, adoptando una fase hexagonal Il (Berard y otros, 1993) . Es esta
fase hexagonal Il de los aminofosfolipidos la que se cree que es inmunogénica, como se propuso inicialmente para
la generacion de autoanticuerpos en situaciones de enfermedad (Berard y otros, 1993) .

Qamar y otros (1990) han desarrollado una variacion del tema de reconocimiento de aminofosfolipidos hexagonales.
Usando la fosfatidiletanolamina como un modelo, estos autores dieron a conocer que los anticuerpos anti-PE a partir
de suero SLE positivo para aPL no se enlaza con PE, pero de hecho se dirigen a la lisofosfatidiletanolamina (IPE) ,
un producto de degradacion de PE natural y un probable contaminante de la mayoria de las preparaciones de PE
(Qamar y otros, 1990) .

Otros datos recientes indican que la mayoria de los anticuerpos anti-fosfolipidos reconocen el fosfolipido en el
contexto de las proteinas cercanas (Rote, 1996; Chamley y otros, 1991) . En membranas de plasma, la mayoria del
fosfolipido parece estar naturalmente en una forma bilaminar no antigénica (Rote, 1996) . Las moléculas accesorias
pueden ayudar a facilitar la transicion a formas antigénicas hexagonales y estabilizar su expresion (Galli y otros,
1993) . Por ejemplo, los anticuerpos anti-fosfolipidos que se presentan naturalmente se dieron a conocer
primeramente para reconocer complejos de cardiolipina o fosfatidilserina con B»- glicoproteina | (B2- GPI o
apolipoproteina H, apoH) (Galli y otros, 1990; 1993) . Se cree que B2- GPI estabiliza los fosfolipidos en
conformaciones antigénicas que no existen en los fosfolipidos puros (McNeil y otros, 1990; Patente de los Estados
Unidos de Norteamérica Numero 5.344.758; Chamley y otros, 1991; Matsuura y otros, 1994) . La protrombina
también ha estado implicada en el proceso de estabilizacion de fosfolipidos (Bevers y otros, 1991) .

Las proteinas de plasma que se enlazan con fosfolipidos también son generalmente necesarias para el
reconocimiento de anticuerpos del fosfolipido eléctricamente neutro o zwitteridnico, fosfatidiletanolamina. Sugi y
Mclintyre (1995) identificaron dos proteinas de plasma de enlace con PE prominentes como kinindgeno de alto peso
molecular (HMWK o HK) , y kininégeno de bajo peso molecular (LMWK o LK) . Los anticuerpos anti-PE de pacientes
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con SLE y/o abortos espontaneos recurrentes se mostré que no reconocen PE, HMWK o LMWK cuando fueron
presentados independientemente como antigenos uUnicos en placas de ensayo ELISA (Sugi y Mclintyre, 1995) . Otros
sueros positivos anti-PE que no reaccionaron con PE-HMWK o PE-LMWK se sugirié que reconocen el factor XI o
precalicreina, la cual normalmente se enlaza con HMWK (Sugi y Mclntyre, 1995) .

La validez de estos resultados fue confirmada mostrando que la HMWK intacta se enlaza con varios fosfolipidos,
tales como cardiolipina, fosfatidilserina, fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina; pero que los anticuerpos anti-PE
reconocen solamente un complejo kininégeno-PE, y no reconocen quininégenos presentados con otros sustratos de
fosfolipidos (Sugi y Mclintyre; 1996a) . Esto indica que PE induce cambios de conformacién antigénicos Unicos en los
quinindégenos que no son inducidos cuando los quinindgenos enlazan con otros fosfolipidos (Sugi y Mclintyre, 1996a)

Se ha demostrado ademas que los quinindégenos pueden enlazarse con las plaquetas en virtud de la PE expuesta en
la membrana de la plaqueta (Sugi y Mcintyre, 1996b) . Se mostré que anti-PE dependiente de quinindgeno afnadido
exdgenamente aumenta la agregacion de plaquetas inducida por trombina in vitro, pero no altera la agregacion
inducida de ADP (Sugi y Mclintyre, 1996b) . En cambio, anti-PE independiente de kinindgeno, que reconoce a PE per
se, se dio a conocer que no aumenta la agregacion de plaquetas inducida por trombina. Por lo tanto, se propuso que
el anti-PE dependiente de kininbgeno puede interrumpir los efectos anti-tromboéticos normales del kinindgeno (Sugi y
Mclintyre, 1996b) .

Los anticuerpos anti-aminofosfolipidos de pacientes humanos por lo tanto son una mezcla de anticuerpos que
generalmente reconocen los aminofosfolipidos estabilizados por interacciones de proteina (Rote, 1996) . Los
anticuerpos se pueden enlazar con epitopes de fosfolipido estabilizados, o se pueden enlazar con un epitope
formado a partir de la interaccion del fosfolipido y los aminoacidos en la proteina estabilizante (Rote, 1996) . De
cualquier modo, estos anticuerpos claramente reconocen los aminofosfolipidos en membranas naturales en el
cuerpo humano, probablemente asociadas con proteinas del plasma (McNeil y otros, 1990; Bevers y otros, 1991) .
Estos anticuerpos serian adecuados como materiales iniciales para generar un anticuerpo para su uso en la
presente invencion.

Para preparar un anticuerpo anti-aminofosfolipido a partir de un paciente humano, simplemente se obtendrian
linfocitos humanos a partir de un individuo que tenga anticuerpos anti-aminofosfolipidos, por ejemplo, a partir de la
sangre periférica humana, el bazo, los ganglios linfaticos, las amigdalas o similares, utilizando técnicas que son muy
conocidas para los expertos en la técnica. El uso de linfocitos de la sangre periférica frecuentemente se prefiere.

Los anticuerpos monoclonales humanos se pueden obtener a partir de los linfocitos humanos que producen los
anticuerpos anti-aminofosfolipidos deseados inmortalizando los linfocitos humanos, generalmente de la misma
manera que se describe anteriormente para generar cualquier anticuerpo monoclonal. Las reactividades de los
anticuerpos en los sobrenadantes de los cultivos generalmente se verifican primero, empleando uno o mas
antigenos de aminofosfolipido seleccionados, y los linfocitos que muestran alta reactividad se cultivan. Los linfocitos
resultantes se fusionan con una linea padre de origen humano o de ratdn, y mayor seleccion proporciona los clones
6ptimos.

La recuperacion de los anticuerpos monoclonales a partir de las células inmortalizadas se puede lograr mediante
cualquier método generalmente empleado en la produccion de anticuerpos monoclonales. Por ejemplo, el anticuerpo
monoclonal deseado se puede obtener clonando el linfocito inmortalizado mediante el método de dilucion limitante o
similar, seleccionando la célula que produce el anticuerpo deseado, cultivando las células seleccionadas en un
medio o en la cavidad abdominal de un animal, y recuperando el anticuerpo monoclonal deseado a partir del
sobrenadante del cultivo o ascites.

Esas técnicas se han usado, por ejemplo, para aislar anticuerpos monoclonales humanos para epitopes de
Pseudomonas aeruginosa (Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nimeros 5.196.337 y 5.252.480) ;
polisacaridos capsulares de fosfato de polirribosilribitol (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Nimero
4.954.449) ; antigeno Rh (D) (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Numero 5.665.356) ; y virus, tales
como el virus de inmunodeficiencia humana, el virus sincitial respiratorio, virus de herpes simplex, virus de varicela
zoster y citomegalovirus (Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Numeros 5.652.138; 5.762.905 y
4.950.595) .

La aplicabilidad de las técnicas anteriores para la generacion de anticuerpos anti-aminofosfolipidos humanos es
clara. Rauch y otros (1986) generalmente utilizaron estos métodos para producir hibridomas fusionando los linfocitos
de pacientes de SLE con una linea de linfoblastoide. Esto produjo anticuerpos humanos que se enlazan con
fosfolipidos en fase hexagonal, incluyendo formas naturales y sintéticas de la fosfatidiletanolamina (Rauch y otros
1986) .

Adicionalmente, los métodos descritos en la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Numero 5.648.077 se
pueden usar para formar un trioma o un cuadroma que produce un anticuerpo humano contra un aminofosfolipido
seleccionado. En un sentido general, una linea celular de hibridoma que comprende una célula inmortalizante de
roedor padre, tal como una célula de mieloma murino, por ejemplo, SP-2, se fusiona con una célula asociada
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humana, dando como resultado una célula de hibridoma xenogénico inmortalizante. Esta célula de hibridoma
xenogénico se fusiona con una célula capaz de producir un anticuerpo humano anti-aminofosfolipido, dando como
resultado una linea de célula de trioma capaz de generar anticuerpo humano efectivo contra ese antigeno en un
humano. Alternativamente, cuando se desea mucha estabilidad, se hace una linea celular de trioma, la cual
preferiblemente ya no tiene la capacidad de producir su propio anticuerpo, y este trioma se fusiona entonces con
otra célula capaz de producir un anticuerpo util contra el antigeno de aminofosfolipido para obtener un hibridoma
todavia mas estable (cuadroma) que produce anticuerpo contra el antigeno.

E5. Anticuerpos anti-aminofosfolipidos a partir de linfocitos humanos

La inmunizacion in vitro, o la estimulacion de antigeno, también se puede usar para generar un anticuerpo anti-
aminofosfolipido humano. Estas técnicas se pueden usar para estimular los linfocitos de sangre periférica, tanto de
pacientes humanos que producen anticuerpos anti-aminofosfolipidos, y también de sujetos sanos, normales. Sin
duda, Vlachoyiannopoulos y otros (1993) dieron a conocer que anticuerpos anti-aminofosfolipidos de baja titulacion
se presentan en sujetos normales. Aun si esto no fuera el caso, los anticuerpos anti-aminofosfolipidos se pueden
preparar a partir de sujetos humanos sanos, simplemente estimulando las células que producen anticuerpos con
aminofosfolipidos in vitro.

Esta inmunizacién in vitro comprende la activacion especifica de antigeno de linfocitos B no inmunizados,
generalmente dentro de una poblacion mezclada de linfocitos (cultivos de linfocitos mezclados, MLC) . Las
inmunizaciones in vitro también se pueden soportar por el cultivo de células B y el factor de diferenciacion y las
linfocinas. Los anticuerpos producidos por estos métodos frecuentemente son anticuerpos IgM (Borrebaeck y otros,
1986) .

Otro método se ha descrito (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Numero 5.681.729) , en donde los
linfocitos humanos que principalmente producen anticuerpos IgG (o IgA) se pueden obtener. El método comprende,
en un sentido general, trasplantar linfocitos humanos a un animal inmunodeficiente, de manera que los linfocitos
humanos se implantan en el cuerpo del animal; inmunizar el animal con un antigeno deseado, de manera que
genere linfocitos humanos que produzcan un anticuerpo especifico al antigeno; y recuperar los linfocitos humanos
produciendo el anticuerpo a partir del animal. Los linfocitos humanos producidos de este modo se pueden usar para
producir un anticuerpo monoclonal inmortalizando los linfocitos humanos que producen el anticuerpo, clonando los
linfocitos originados humanos inmortalizados obtenidos que producen el anticuerpo, y recuperar un anticuerpo
monoclonal especifico al antigeno deseado a partir de los linfocitos originados humanos inmortalizados clonados.

Los animales inmunodeficientes que se pueden emplear en esta técnica son aquellos que no muestran rechazo
cuando los linfocitos humanos se trasplantan a los animales. Estos animales se pueden preparar artificialmente
mediante tratamientos fisicos, quimicos o bioldgicos. Se puede emplear cualquier animal inmunodeficiente. Los
linfocitos humanos se pueden obtener a partir de sangre periférica humana, bazo, ganglios linfaticos, amigdalas o
similares.

La toma de los linfocitos humanos trasplantados en los animales se puede alcanzar Unicamente administrando los
linfocitos humanos a los animales. La ruta de administracion no se restringe y puede ser, por ejemplo, subcutanea,
intravenosa o intraperitoneal. La dosis de linfocitos humanos no se restringe, y usualmente puede ser 10° hasta 10°
linfocitos por animal. El animal inmunodeficiente se inmuniza entonces con el antigeno de aminofosfolipido deseado.

Después de la inmunizacion, los linfocitos humanos se recuperan de la sangre, el bazo, los ganglios linfaticos u otros
tejidos linfaticos mediante cualquier método convencional. Por ejemplo, las células mononucleares se pueden
separar mediante el método de centrifugacion Ficoll-Hypaque (gravedad especifica: 1.077) , y los monocitos
recuperados por el método de adsorcion de plato de plastico. Las células contaminantes que se originan del animal
inmunodeficiente se pueden eliminar usando un antisuero especifico a las células del animal. El antisuero se puede
obtener, por ejemplo, inmunizando un segundo animal distinto con las células del bazo del animal inmunodeficiente,
y recuperando el suero del animal inmunizado distinto. El tratamiento con el antisuero se puede llevar a cabo en
cualquier etapa. Los linfocitos humanos también se pueden recuperar mediante un método inmunolégico empleando
una inmunoglobulina humana expresada en la superficie de la célula como un marcador.

Mediante estos métodos, se pueden obtener linfocitos humanos que principalmente producen anticuerpos IgG e IgA
especificos a uno o mas aminofosfolipidos seleccionados. Los anticuerpos monoclonales se obtienen entonces a
partir de linfocitos humanos mediante inmortalizacion, seleccion, crecimiento celular y produccion de anticuerpos.

E6. Ratones transgénicos que contienen bibliotecas de anticuerpos humanos

La tecnologia recombinante en este momento esta disponible para la preparacion de anticuerpos. Ademas de las
bibliotecas de expresion de fagos de inmunoglobulina combinatorias descritas anteriormente, otro enfoque de
clonacion molecular es preparar anticuerpos a partir de ratones transgénicos que contienen bibliotecas de
anticuerpos humanos. Estas técnicas se describen en la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Nimero
5.545.807.

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 533255713

En un sentido mas general, estos métodos comprenden la produccion de un animal transgénico que ha insertado en
su linea germinal material genético que codifica para como minimo parte de una inmunoglobulina de origen humano,
0 que puede redisponer para codificar un repertorio de inmunoglobulinas. El material genético insertado se puede
producir a partir de una fuente humana, o se puede producir sintéticamente. El material puede codificar como
minimo parte de una inmunoglobulina conocida, o puede modificarse para codificar como minimo parte de una
inmunoglobulina alterada.

El material genético insertado se expresa en el animal transgénico, dando como resultado la produccion de una
inmunoglobulina derivada como minimo en parte del material genético de inmunoglobulina humana insertado. Es
sabido que el material genético se reacomoda en el animal transgénico, de manera que un repertorio de
inmunoglobulinas con parte o partes derivadas del material genético insertado se puede producir, aun si el material
genético insertado se incorpora en la linea germinal en la posicion incorrecta, o con la geometria incorrecta.

El material genético insertado puede estar en forma de ADN clonado en vectores procariéticos, tales como
plasmidos y/o césmidos. Los fragmentos de ADN mas grandes se insertan usando vectores de cromosoma artificial
de levadura (Burke y otros, 1987) , o mediante la introduccion de fragmentos de cromosomas (Richer y Lo, 1989) . El
material genético insertado se puede introducir en el huésped de manera convencional, por ejemplo, mediante
inyeccion u otros procedimientos en huevos fertilizados o en células de tallo embridnico.

En aspectos preferentes, se utiliza un animal huésped que inicialmente no lleva el material genético que codifica
regiones constantes de inmunoglobulina, de manera que el animal transgénico resultante usara solamente el
material genético humano insertado cuando produce inmunoglobulinas. Esto se puede lograr ya sea usando un
huésped mutante que se presente naturalmente, que carece del material genético relevante, o haciendo
artificialmente mutantes, por ejemplo, en lineas celulares finalmente para crear un hospedante, a partir del cual se
ha eliminado el material genético relevante.

Cuando el animal huésped lleva material genético que codifica regiones constantes de inmunoglobulina, el animal
transgénico llevara el material genético que se presenta naturalmente y el material genético insertado, y producira
inmunoglobulinas derivadas del material genético que se presenta naturalmente, el material genético insertado, y
mezclas de ambos tipos de material genético. En este caso, la inmunoglobulina deseada se puede obtener
seleccionando hibridomas derivados del animal transgénico, por ejemplo, explotando el fenédmeno de la exclusion
alélica de la expresion del gen de anticuerpo o la pérdida de cromosoma diferencial.

En cuanto se ha preparado un animal transgénico adecuado, el animal simplemente se inmuniza con el inmunégeno
deseado. Dependiendo de la naturaleza del material insertado, el animal puede producir una inmunoglobulina
quimérica, por ejemplo, de origen de ratébn/humano mezclados, en donde el material genético de origen extrafio
codifica solamente parte de la inmunoglobulina; o el animal puede producir una inmunoglobulina completamente
extrafia, por ejemplo, de origen completamente humano, en donde el material genético del origen extrafio codifica
una inmunoglobulina entera.

Se puede producir antisuero policlonal a partir del animal transgénico después de la inmunizacioén. Las células que
producen inmunoglobulina se pueden eliminar del animal para producir la inmunoglobulina de interés.
Preferiblemente, se producen anticuerpos monoclonales a partir del animal transgénico, por ejemplo, fusionando
células del bazo a partir del animal con células de mieloma y seleccionando los hibridomas resultantes para elegir
aquéllos que producen el anticuerpo deseado. En la presente memoria se describen técnicas adecuadas para estos
procesos.

En un enfoque alternativo, el material genético se puede incorporar en el animal, de manera que el anticuerpo
deseado se produce en los fluidos corporales, tales como suero o secreciones externas del animal, tales como
leche, calostro o saliva. Por ejemplo, insertando material genético in vitro que codifica como minimo parte de una
inmunoglobulina humana en un gen de codificacién de un mamifero para una proteina de la leche y luego introducir
el gen a un huevo fertilizado del mamifero, por ejemplo, mediante inyeccién, el huevo puede desarrollarse en un
mamifero hembra adulto que produce leche que contiene inmunoglobulina derivada como minimo en parte del
material genético de inmunoglobulina humana insertada. El anticuerpo deseado se puede cosechar a partir de la
leche. Las técnicas adecuadas para llevar a cabo estos procesos se conocen por los expertos en la técnica.

Los animales transgénicos anteriores usualmente se emplean para producir anticuerpos humanos de un solo isotipo,
mas especificamente un isotipo que es esencial para la maduracion de las células B, tales como IgM y posiblemente
IgD. Otro método preferente para producir anticuerpos anti-aminofosfolipido humanos se describe en las Patentes
de los Estados Unidos de Norteamérica Numeros 5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; 5.661.016 y
5.770.429; en donde se describen animales transgénicos que son capaces de cambiar de un isotipo necesario para
el desarrollo de las células B a otros isotipos.

En el desarrollo de un linfocito B, la célula inicialmente produce IgM con una especificidad de enlace determinada
por las regiones productivamente redispuestas Vy y V.. Posteriormente, cada célula B y sus células de progenie
sintetizan anticuerpos con las mismas regiones V de cadenas L y H, pero pueden cambiar el isotipo de la cadena H.
El uso de regiones constantes mu o delta estd muy determinado por separaciéon alterna, permitiendo que se
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coexpresen IgM e IgD en una sola célula. Los otros isotipos de cadena pesada (gamma, alfa y épsilon) solamente se
expresan originalmente después de que el evento de redisposicion del gen borra los exones mu C y delta C. Este
proceso de redisposicion de genes, denominado cambio de isotipo, tipicamente se presenta por la recombinacion
entre los llamados segmentos de cambio localizados inmediatamente mas arriba de cada gen de cadena pesada
(excepto delta) . Los segmentos de cambio individuales tienen entre 2 y 10 kb de longitud, y consisten
principalmente en secuencias repetidas cortas.

Por estas razones, es preferible que los transgenes incorporen secuencias reguladoras de transcripcion dentro de
aproximadamente 1-2 kb mas arriba de cada regién de cambio que se va a utilizar para el cambio de isotipo. Estas
secuencias reguladoras de transcripcion preferiblemente incluyen un promotor y un elemento mejorador, y mas
preferiblemente incluyen la region de flanqueo 5' (es decir, mas arriba) que se asocia naturalmente (es decir, se
presenta en la configuracion de linea germinal) con una regién de cambio. Aunque una secuencia de franqueo 5' a
partir de una regiéon de cambio se puede enlazar operativamente a una region de cambio diferente para la formacion
del transgén, en algunas realizaciones se prefiere que cada regidon de cambio incorporada en la formacion de
transgén tenga una region de flanqueo 5' que se presenta inmediatamente mas arriba en la configuracion de linea
germinal que se presenta naturalmente. La informacion de secuencia relacionada con las secuencias de regiones de
cambio de inmunoglobulina es conocida (Mills y otros, 1990; Sideras y otros, 1989) .

En el método descrito en las Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Numeros 5.545.806; 5.569.825;
5.625.126; 5.633.425; 5.661.016 y 5.770.429, los transgenes de inmunoglobulinas humanas contenidos dentro del
animal transgénico funcionan correctamente a través de la trayectoria del desarrollo de célula B, conduciendo al
cambio de isotipos. De conformidad con lo anterior, en este método, estos transgenes se construyen para producir
cambio de isotipo y uno o mas de lo siguiente: (1) nivel alto y expresion especifica de tipo de célula, (2) redisposicion
de gen funcional, (3) activacion y respuesta a la exclusion alélica, (4) expresion de un repertorio primario suficiente,
(5) transduccion de sefial, (6) hipermutacion somatica, y (7) dominio del lugar de anticuerpo de transgén durante la
respuesta inmune.

Un requisito importante para la funcion de transgén es la generacion de un repertorio de anticuerpos primario que
sea suficientemente diverso para disparar una segunda respuesta inmune para una gama amplia de antigenos. El
gen de cadena pesada redispuesto consiste en un exén de péptido de sefial, un exén de regién variable y una
disposicion en linea de regiones constantes de dominios multiples, cada una de las cuales se codifica por varios
exones. Cada uno de los genes de region constante codifica la porcion constante de una clase diferente de
inmunoglobulinas. Durante el desarrollo de las células B, las regiones constantes proximales a la region V se borran
conduciendo a la expresion de nuevas clases de cadenas pesadas. Para cada clase de cadena pesada, patrones
alternativos de separacion de ARN dan lugar tanto a transmembrana como a inmunoglobulinas secretadas.

El lugar de cadena pesado humano consiste en aproximadamente 200 segmentos de gen V que se extienden 2 Mb,
aproximadamente 30 segmentos de gen D que se extienden aproximadamente 40 kb, seis segmentos J en
ramificaciéon con una extension de 3 kb, y nueve segmentos de gen de regién constante esparcidos sobre
aproximadamente 300 kb. El lugar entero se extiende aproximadamente 2, 5 Mb de la porcion distal del brazo largo
del cromosoma 14. Son conocidos los fragmentos de transgén de cadena pesada que contienen miembros del total
de los seis de las familias V4 conocidas, los segmentos de gen D y J, asi como las regiones constantes mu, delta,
gamma 3, gamma 1y alfa 1 (Berman y otros 1988) . Los fragmentos gendémicos que contienen todos los segmentos
de gen necesarios y las secuencias reguladoras a partir de un lugar de cadena ligera humana se construyen
similarmente.

La expresion de transgenes pesados y ligeros de inmunoglobulina redispuestos con éxito usualmente tiene un efecto
dominante suprimiendo la redisposicion de los genes de inmunoglobulina endégenos en el animal no humano
transgénico. Sin embargo, en ciertas realizaciones, es deseable efectuar la inactivacion completa de los lugares Ig
enddgenos, de manera que las cadenas de inmunoglobulina hibrida que comprenden una region variable humana y
una regién constante no humana (por ejemplo, murina) no se pueden formar, por ejemplo, mediante el trans-cambio
entre el transgén y las secuencias de Ig endogenas. Usando tecnologia de célula de tallo embridnico y
recombinacién homologa, el repertorio de inmunoglobulinas enddgenas se puede eliminar faciimente. Ademas, la
supresion de los genes de inmunoglobulina enddgena se puede llevar a cabo usando una variedad de técnicas, tales
como tecnologia antisentido.

En otros aspectos de la invencion, puede ser deseable producir una inmunoglobulina trans-cambiada. Los
anticuerpos que comprenden estas inmunoglobulinas trans-cambiadas quiméricas se pueden usar para una
variedad de aplicaciones en donde es deseable tener una regién constante no humana (por ejemplo, murina) , por
ejemplo, para la retencién de funciones efectoras en la huésped. La presencia de una regién constante murina
puede presentar ventajas sobre una region constante humana, por ejemplo, para proporcionar funciones efectoras
murinas (por ejemplo, fijacién de complemento murino, ADCC) , de manera que este anticuerpo quimeérico se puede
probar en un modelo de enfermedad de raton. Después de probar el animal, la secuencia de codificaciéon de la
region variable humana se puede aislar, por ejemplo, mediante amplificacion de PCR (reaccién de cadena de
polimerasa) o clonacién de ADNc a partir de la fuente (clon de hibridoma) , y separar en una secuencia que codifica
una region constante humana deseada para codificar un anticuerpo de secuencia humana mas adecuado para uso
terapéutico humano.
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E7. Anticuerpos anti-aminofosfolipidos humanizados

Los anticuerpos humanos generalmente tienen como minimo tres ventajas potenciales para su uso en la terapia
humana. Primero, debido a que la porcion efectora es humana, puede interactuar mejor con las otras partes del
sistema inmune humano, por ejemplo, para destruir células objetivo mas eficientemente por citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC) o citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (ADCC) . Segundo, el
sistema inmune humano no debera reconocer el anticuerpo como extrafio. Tercero, la vida media en la circulacion
humana sera similar a los anticuerpos humanos que se producen naturalmente, permitiendo que se den dosis mas
pequefias y menos frecuentes.

Varios métodos para preparar anti-aminofosfolipidos humanos se dan a conocer en la presente patente. Ademas de
los anticuerpos humanos, los anticuerpos humanizados tienen muchas ventajas. Los anticuerpos humanizados
generalmente son anticuerpos monoclonales quiméricos o mutantes de raton, rata, hamster, conejo u otras
especies, que llevan dominios de regiones variables y/o constantes humanas o cambios especificos. Las técnicas
para generar un anticuerpo anti-aminofosfolipido denominado humanizado son muy conocidas para los expertos en
la técnica.

Los anticuerpos humanizados también comparten las siguientes ventajas. Primero, la porcion efectora todavia es
humana. Segundo, el sistema inmune humano no debera reconocer la estructura o regiéon constante como extrafia y,
por lo tanto, la respuesta de anticuerpo contra este anticuerpo inyectado debera ser menor que contra un anticuerpo
de raton totalmente extrafio. Tercero, los anticuerpos humanizados inyectados, en oposicién con los anticuerpos de
ratén inyectados, presumiblemente tendran una vida media mas similar a los anticuerpos humanos que se presentan
naturalmente, permitiendo también dosis mas pequefias y menos frecuentes.

Se han descrito varios métodos para producir anticuerpos humanizados. La redisposicion controlada de dominios de
anticuerpos unidos a través de enlaces de disulfuro de proteinas para formar moléculas de proteinas nuevas,
artificiales, o anticuerpos quiméricos, se puede utilizar (Konieczny y oftros, 1981) . La tecnologia de ADN
recombinante también se puede usar para construir fusiones de genes entre las secuencias de ADN que codifican
dominios de cadenas ligeras y pesadas variables de anticuerpos de raton y dominios constantes de cadenas ligeras
y pesadas de anticuerpos humanos (Morrison y otros, 1984) .

Las secuencias de ADN que codifican las porciones de enlace de antigeno o las regiones de determinacion de
complementariedad (CDR) de los anticuerpos monoclonales murinos se pueden injertar mediante medios
moleculares en las secuencias de ADN que codifican las estructuras de las cadenas pesadas y ligeras de
anticuerpos humanos (Jones y otros 1986; Riechmann y otros, 1988) . Los productos recombinantes expresados se
denominan anticuerpos humanizados o reformados, y comprenden la estructura de una cadena ligera o pesada de
anticuerpos humanos y las porciones de reconocimiento de antigenos, CDR, de un anticuerpo monoclonal murino.

Otro método para producir anticuerpos humanizados se describe en la Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica Numero 5.639.641. El método proporciona, a través de renovar la superficie, anticuerpos de roedores
humanizados que tienen eficacia terapéutica mejorada debido a la presentacién de una superficie humana en la
region variable. En el método: (1) alineaciones de posiciones de un depésito de regiones variables de cadenas
pesadas y ligeras de anticuerpos se generan para dar un conjunto de posiciones expuestas de superficie de
estructura de region variable de cadena pesada y ligera, en donde las posiciones de alineacion para todas las
regiones variables son como minimo 98 por ciento aproximadamente idénticas; (2) un conjunto de residuos de
aminoacidos expuestos en superficie de estructura de region variable de cadena pesada y ligera se define para un
anticuerpo de roedor (o fragmento del mismo) ; (3) se identifica un conjunto de residuos de aminoacidos expuestos
en superficie de la estructura de la region variable de cadena pesada y ligera que es casi idéntica al conjunto de
residuos de aminoacidos expuestos en superficie del roedor; (4) el conjunto de residuos de aminoacidos expuestos
en superficie de la estructura de la region variable de cadena pesada vy ligera definidos en la etapa (2) se sustituye
con el conjunto de residuos de aminoacidos expuestos en superficie de la estructura de la region variable de cadena
pesada y ligera identificada en la etapa (3) , excepto para los residuos de aminoacidos que estan dentro de 5\ring{A}
de cualquier atomo de cualquier residuo en las regiones de determinacion complementarias del anticuerpo de
roedor; y (5) se produce el anticuerpo de roedor humanizado que tiene especificidad de enlace.

Un método similar para la produccion de anticuerpos humanizados se describe en las Patentes de los Estados
Unidos de Norteamérica Numeros 5.693.762; 5.693.761; 5.585.089 y 5.530.101. Estos métodos comprenden
producir inmunoglobulinas humanizadas que tienen una o mas regiones de determinacion de complementariedad
(CDR) y aminoacidos adicionales posibles a partir de una inmunoglobulina de donador y una region de estructura a
partir de una inmunoglobulina humana de aceptacion. Cada cadena de inmunoglobulina humanizada usualmente
comprende, ademas de la CDR, aminoacidos de la estructura de inmunoglobulina de donador que son capaces de
interactuar con las RCD para efectuar afinidad de enlace, tales como uno o mas aminoacidos que estan
inmediatamente adyacentes a una CDR en la inmunoglobulina donadora o aquéllas dentro de aproximadamente
3\ring{A} pronosticadas por modelacion molecular. Las cadenas pesada y ligera se pueden disefiar usando
cualquiera, o cualquier combinacién, o todos los criterios de posicién distintos descritos en las Patentes de los
Estados Unidos de Norteamérica Numeros 5.693.762; 5.693.761; 5.585.089 y 5.530.101. Cuando se combinan en
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un anticuerpo intacto, las inmunoglobulinas humanizadas son sustancialmente no inmunogénicas en humanos y
retienen sustancialmente la misma afinidad que la inmunoglobulina donadora al antigeno original.

Un método adicional para producir anticuerpos humanizados se describe en las Patentes de los Estados Unidos de
Norteamérica Numeros 5.565.332 y 5.733.743. Este método combina el concepto de anticuerpos humanizantes con
las bibliotecas de fagémidos también descritas en detalle en la presente descripcién. En un sentido general, el
método utiliza secuencias del sitio de enlace de antigenos de un anticuerpo o poblacién de anticuerpos dirigidos
contra un antigeno de interés. Por lo tanto para un solo anticuerpo de roedor, las secuencias que comprenden parte
del sitio de enlace del antigeno del anticuerpo se pueden combinar con diversos repertorios de secuencias de
anticuerpos humanos que pueden, en combinacion, crear un sitio de enlace de antigeno completo.

Los sitios de enlace de antigeno creados por este proceso difieren de los creados por injerto en CDR, porque
solamente la porcion de secuencias del anticuerpo de roedor original es probable que haga contacto con el antigeno
de una manera similar. Las secuencias humanas seleccionadas probablemente difieren en secuencia y hacen
contactos alternativos con el antigeno de aquellos del sitio de enlace original. Sin embargo, las restricciones
impuestas por el enlace de la porciéon de la secuencia original al antigeno y las formas del antigeno y sus sitios de
enlace de antigeno, probablemente conduzcan a nuevos contactos de las secuencias humanas con la misma region
o epitope del antigeno. Este proceso se ha denominado por lo tanto seleccion impresa de epitope (EIS) .

Iniciando con un anticuerpo animal, un proceso da resultado en la seleccién de anticuerpos que son parcialmente
anticuerpos humanos. Estos anticuerpos pueden ser suficientemente similares en secuencia a los anticuerpos
humanos que se van a usar directamente en terapia o después de la alteracion de algunos residuos clave. Las
diferencias de secuencia entre el componente roedor del anticuerpo seleccionado con las secuencias humanas
podrian minimizarse reemplazando aquellos residuos que difieren con los residuos de secuencias humanas, por
ejemplo, por mutagénesis dirigida al sitio de residuos individuales, o por injerto en CDR de ciclos enteros. Sin
embargo, los anticuerpos con secuencias enteramente humanas también se pueden crear. La EIS por lo tanto ofrece
un método para hacer anticuerpos parcialmente humanos o enteramente humanos que se enlazan al mismo epitope
que los anticuerpos animales o parcialmente humanos, respectivamente. En la EIS, los repertorios de fragmentos de
anticuerpos se pueden desplegar en la superficie de la fase filamentos y los genes que codifican fragmentos con
actividades de enlace de antigenos seleccionados por el enlace del fago al antigeno.

Métodos adicionales para humanizar anticuerpos contemplados para su uso en la presente invencion se describen
en las Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Numeros 5.750.078; 5.502.167; 5.705.154; 5.770.403;
5.698.417; 5.693.493; 5.558.864; 4.935.496 y 4.816.567.

E8. Mutagénesis por PCR

La mutagénesis especifica del sitio es una técnica util en la preparacion de anticuerpos individuales a través de
mutagénesis especifica del ADN subyacente. La técnica ademas proporciona una capacidad lista para preparar y
variantes de secuencia de prueba, que incorporan una o mas de las siguientes consideraciones, ya sea
humanizando o no, introduciendo uno o mas cambios de secuencias de nucledtidos en el ADN.

Aunque muchos métodos son adecuados para su uso en mutagénesis, el uso de la reaccion de cadena de
polimerasa (PCR) se prefiere generalmente. Esta tecnologia ofrece un método rapido y eficiente para introducir las
mutaciones deseadas en una secuencia de ADN dada. El siguiente texto describe en particular el uso de PCR para
introducir mutaciones puntuales en una secuencia, como se puede usar para cambiar el aminoacido codificado por
la secuencia dada. Las adaptaciones de este método también son adecuadas para introducir sitios de enzimas de
restriccion en una molécula de ADN.

En este método, los oligonucledtidos sintéticos se disefian para incorporar una mutacién puntual en un extremo de
un segmento amplificado. Después de la PCR, a los fragmentos amplificados se les achata el extremo por
tratamiento con fragmentos de Klenow, y los fragmentos con extremo achatado se ligan y subclonan en un vector
para facilitar el analisis de la secuencia.

Para preparar el ADN en plantilla que se desea mutagenizar, el ADN se subclona en un vector de alto nimero de
copias, tal como pUC19, usando sitios de restriccion que flanquean las areas que se van a mutar. El ADN en
plantillas se prepara usando una minipreparacion de plasmido. Los cebadores de oligonucleétidos adecuados que se
basan en la secuencia padre, pero que contienen la mutacién puntual deseada y que estan flanqueados en el
extremo 5' por un sitio de enzima de restriccion, se sintetizan usando un sintetizador automatizado. Generalmente se
requiere que el cebador sea homologo al ADN en plantilla por aproximadamente 15 bases o similar. Los cebadores
se pueden purificar mediante electroforesis de gel de poliacriiamida desnaturalizante, aunque esto no es
absolutamente necesario para su uso en la PCR. El extremo 5' de los oligonucledtidos deberan entonces ser
fosforilados.

El ADN en plantilla debera ser amplificado por PCR, usando los cebadores de oligonucleétidos que contienen las
mutaciones puntuales deseadas. La concentracion de MgCl; en el regulador de amplificacion generalmente sera de
aproximadamente 15 mM. Generalmente aproximadamente 20-25 ciclos de PCR deberan llevarse a cabo del modo
siguiente: desnaturalizacion, 35 segundos a 95°C; hibridizacion, 2 minutos a 50°C; y extension, 2 minutos a 72°C. La
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PCR generalmente incluira un ultimo ciclo de extension de aproximadamente 10 minutos a 72°C. Después de la
etapa de extension final, aproximadamente 5 unidades de fragmentos de Klenow deberan afiadirse a la mezcla de la
reaccién e incubarse durante otros 15 minutos a aproximadamente 30°C. La actividad exonucleasa de los
fragmentos de Klenow se requiere para hacer que los extremos se laven y es adecuada para clonacion de extremo
romo.

La mezcla de la reaccion resultante generalmente debera ser analizada por electroforesis en gel de acrilamida o
agarosa no desnaturalizante para verificar que la amplificacién ha producido el producto predecido. Luego se
procesaria la mezcla de la reaccién eliminando la mayoria de los aceites minerales, extrayendo con cloroformo para
eliminar el aceite restante, extrayendo con fenol regulado y luego concentrando mediante precipitacion con 100 por
ciento de etanol. A continuacioén, se digeriria aproximadamente la mitad de los fragmentos amplificados con una
enzima de restriccion que corta en las secuencias de flanqueo usadas en los oligonucleétidos. Los fragmentos
digeridos se purifican en un gel de agarosa de baja gelificacion/fusion.

Para subclonar los fragmentos vy verificar la mutacién puntual, se subclonarian los dos fragmentos amplificados en
un vector adecuadamente digerido por ligacion de extremo romo. Esto se usaria para transformar E. coli, a partir de
la cual el ADN del plasmido subsecuentemente podria prepararse usando una minipreparacion. La porcion
amplificada del ADN de plasmido se analizaria entonces mediante secuenciado de ADN para confirmar que se
generd la mutacion puntual correcta. Esto es importante, ya que la polimerasa de ADN Taq puede introducir
mutaciones adicionales en los fragmentos de ADN.

La introducciéon de una mutacién puntual también se puede efectuar usando etapas secuenciales de PCR. En este
procedimiento, los dos fragmentos que abarcan la mutacion se recuecen entre si y se extienden mediante sintesis
cebadora mutua. Este fragmento se amplifica luego mediante una segunda etapa de PCR, evitando mediante esto la
ligacion de extremo romo requerida en el protocolo anterior. En este método, la preparacion del ADN en plantilla, la
generacion de los cebadores de oligonucledtidos y la primera amplificacion de PCR se realizan como se describid
anteriormente. Sin embargo, en este proceso los oligonucleétidos elegidos deberan ser homélogos al ADN de
plantilla para un tramo de aproximadamente entre 15 y 20 bases, y deberan también solaparse entre si en
aproximadamente 10 bases o mas.

En la segunda amplificacion por PCR, se usaria cada fragmento amplificado y cada cebador de secuencia de
flanqueo vy llevaria PCR durante aproximadamente 20 y aproximadamente 25 ciclos, usando las condiciones que se
describieron anteriormente. Nuevamente se subclonarian los fragmentos y se verificaria que la mutacién puntual fue
correcta usando las etapas indicadas anteriormente.

Al usar cualquiera de los métodos anteriores, se prefiere generalmente introducir la mutacion amplificando un
fragmento tan pequefio como sea posible. Desde luego, los parametros tales como la temperatura de fusion del
oligonucledtido, como generalmente sera influenciado por el contenido de GC y la longitud del oligo, deberan
considerarse cuidadosamente. La ejecucion de estos métodos, y su optimizacion, si es necesario, seran conocidas
para los expertos en la técnica, y se describiran adicionalmente en distintas publicaciones, tales como Current
Protocols in Molecular Biology, 1995, incorporadas a la presente invenciéon como referencia.

Cuando se realiza mutagénesis especifica del sitio, se puede emplear la Tabla A como referencia.
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TABLA A
Aminodcidos = Codones
Alanina 2 Ala A  GCA GCC GCG eCU
Cisteina Cya c [i/els UGy
Aeido aspartien Asp D GAC GAU
Acido glutamice Glu E GAAR  GAG
Fenilalanina Phe F oo oot
Glicina Gly G GGA GGC GGG GGU
Higtidina Hig H CAC CAU
Izoleucina Ile I AUR AUC AUU
Ligina Lys E Y- hAG
Leucina Leu L uua oG CUA cuc jall e cuy
Mationina Met M AUG
Asparagina Asn N AAC AAD
Froelina Fro F CCa oca ceoaE o
Glutamina Gln 2 CAA CAG
Arginina Arg R AGA AGG CEA oGo GG CGu
Baerina Ser s AGC RGO TCA uce e ucuo
Treocnina Thr T AR ACC ACE acCu
Valina Val v GUA GUC GG GUa
Triptéfano Tep W UGs
Tirosina Tyr ¥ TAC gan

E9. Expresion y suministro recombinantes

Dado que se dispone de muchos métodos para el clonado de anticuerpos, los anticuerpos anti-aminofosfolipidos
pueden ser preparados por métodos rutinarios de expresion recombinante. El términoconstructo de expresion esta
destinado a incluir cualquier tipo de constructo genético que contiene un acido nucleico que codifica para un
producto de gen en el que una parte o la totalidad de la secuencia que codifica el acido nucleico es capaz de ser
transcrita. La parte transcrita sera trasladada en general a una proteina. De este modo, tal como se pretende, la
expresion preferentemente comprende tanto transcripcion de gen de anticuerpo anti-aminofosfolipido o DNA como
traslacion del mMRNA en un producto de proteina de anticuerpo anti-aminofosfolipido.

Para la expresion de un anticuerpo anti-aminofosfolipido, una vez que se ha obtenido un clon o clones adecuados,
tanto si se basan en cDNA o gendmicos, se puede proceder a preparar un sistema de expresion o constructo para
produccion de anticuerpos recombinantes. El disefio de un segmento o segmentos de DNA para expresion en un
sistema procariético o eucariético se llevara a cabo por técnicas conocidas de manera general para los técnicos en
la expresion de anticuerpos recombinantes (Sambrook y otros, 1989) . A efectos de que el constructo efectue la
expresion de un transcripto de anticuerpo anti-aminofosfolipido, el polinucleétido que codifica el anticuerpo se
encontrara preferentemente bajo el control transcripcional de un promotor que promueve la expresion en las células
oscilantes escogidas.

Los anticuerpos producidos de forma recombinante pueden ser purificados y formulados para administracion
humana. De manera alternativa, los acidos nucleicos que codifican anticuerpos anti-aminofosfolipidos se pueden
suministrar via terapia de genes. Si bien se pueden utilizar DNA recombinante desnudo o plasmidos, la utilizacién de
liposomas o vectores es preferente. La capacidad de ciertos virus de entrar en las células con intermedio de
endocitosis mediada por receptor y para integrarse en el genoma de la célula hospedante y expresar genes viricos
de forma estable y eficaz, los hacen candidatos atractivos para la transferencia de genes extrafios en células de
mamiferos. Los vectores de terapia de genes preferente a utilizar en la presente invencion sera en general la de
vectores viricos.
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Los retrovirus son prometedores como vectores de suministro génico debido a su capacidad de integrar sus genes
en el genoma hospedante, transfiriendo una gran cantidad de material genético extrafo, infectando un amplio
espectro de especias y tipos de células y de empaquetarse en lineas celulares especiales. Otros virus, tales como
adenovirus, virus de herpes simplex (HSV) , citomegalovirus (CMV) , y virus adeno-asociados (AAV) , tales como los
que se describen en la Patente U.S.A. 5.139.941, pueden ser también disefiados para servir como vectores para
transferencia de genes.

Si bien algunos virus que pueden aceptar material genético extrafio estan limitados en cuanto al numero de
nucledtidos que pueden recibir y en la gama de células que infectan, estos virus se ha demostrado que efectian de
manera satisfactoria expresion de genes. No obstante, los adenovirus no integran su material genético en el genoma
hospedante y por lo tanto no requieren replicacion hospedante para expresion de genes, haciéndolos adecuados de
manera ideal para expresion heteréloga de genes eficaz y rapida. Las técnicas para preparar virus infecciosos de
replicaciéon defectiva son bien conocidos en esta técnica.

En otras realizaciones adicionales, el vector de terapia genética sera HSV. Un factor que hace el HSV un vector
atractivo es la dimensién y organizacion del genoma. Dado que HSV es grande, la incorporacion de multiples genes
o casetes de expresidon es menos problematica que en otros sistemas viricos mas pequefos. Ademas, la
disponibilidad de diferentes secuencias de control virico con comportamiento variable (por ejemplo, temporal,
concentracion) hace posible controlar la expresion en una medida mayor que en otros sistemas. También es una
ventaja el que el virus tenga relativamente pocos mensajes cortados, facilitando adicionalmente las manipulaciones
genéticas. El HSV es también relativamente facil de manipular y puede ser cultivado en concentraciones elevadas.

Desde luego, en la utilizacion de sistemas de suministro virico se deseara purificar el virién suficientemente para
hacerlo esencialmente libre de contaminantes no deseables, tales como particulas viricas con interferencia defectiva
o endotoxinas y otros pirdgenos de manera tal que no provocara reacciones desfavorables en la célula, animal o
individuo que reciba el constructo del vector. Un medio preferente de purificar el vector comporta la utilizacion de
gradientes de densidad de flotacion, tal como centrifugacién de gradiente de cloruro de cesio.

E10. Fragmentos de anticuerpos

Independientemente de la fuente del anticuerpo anti-aminofosfolipido original, en la presente invencion se puede
utilizar cualquier anticuerpo intacto, multimeros del anticuerpo, o cualquiera de una variedad de regiones de enlace
de antigeno funcionales del anticuerpo. Las regiones funcionales, a titulo de ejemplo, incluyen fragmentos scFv, Fv,
Fab', Fab y F (ab") 2 de los anticuerpos anti-aminofosfolipidos. Las técnicas para preparar estas formaciones son
muy conocidas para los expertos en la técnica y se ejemplifican adicionalmente en la presente descripcion.

La eleccion de formacion de anticuerpo puede estar influenciada por varios factores. Por ejemplo, la vida media
prolongada puede ser resultado de la readsorcion activa de anticuerpos intactos dentro del rifién, una propiedad de
la pieza Fc de la inmunoglobulina. Los anticuerpos basados en IgG, por lo tanto, se espera que muestren
aclaramiento de sangre mas reducido que sus contrapartes Fab'. Sin embargo, las composiciones basadas en
fragmentos Fab' generalmente mostraran una capacidad mejor de penetracion de tejido.

Los fragmentos Fab se pueden obtener mediante la proteolisis de la inmunoglobulina entera mediante la tiol
proteasa no especifica, papaina. La papaina primero se debe activar reduciendo el grupo sulfidrilo en el sitio activo
con cisteina, 2-mercaptoetanol o ditiotreitol. Los metales pesados en la enzima de material podrian eliminarse
mediante quelacion con EDTA (2 mM) para asegurar la maxima actividad de enzima. La enzima y el sustrato
normalmente se mezclan entre si en una proporcién de 1:100 en peso. Después de la incubacion, la reaccién se
puede detener mediante alquilacion irreversible del grupo tiol con yodoacetamida o simplemente mediante dialisis.
Debera supervisarse la finalizacion de la digestion mediante SDS-PAGE y separarse las distintas fracciones
mediante cromatografia por intercambio de iones o proteina A Sefarosa.

El procedimiento usual para la preparacion de fragmentos F (ab') 2 a partir de IgG de origen de conejo y humano se
limita a la protedlisis mediante la enzima pepsina. Las condiciones, 100 veces exceso de anticuerpo peso/peso en
tampon regulador de acetato con pH 4, 5, 37°C, sugieren que el anticuerpo se disocia en el lado del terminal C del
enlace disulfuro de la cadena interpesada. Las proporciones de digestion de la IgG de ratén pueden variar con la
subclase y puede ser dificil obtener producciones altas de fragmentos F (ab') 2 activos sin alguna IgG sin digerir o
completamente degradada. En particular, IgG2, es muy susceptible a la degradacion completa. Las otras subclases
requieren diferentes condiciones de incubacién para producir resultados o6ptimos, todo lo cual se conoce en la
técnica.

La digestion de IgG de rata por pepsina requiere condiciones que incluyen dialisis en 0, 1 M de regulador de acetato,
pH 4, 5, y luego incubacion durante cuatro horas con 1 por ciento peso/peso de pepsina; la digestion de IgG+ e IgGaa
se mejora si primero se dializa contra 0, 1 M de regulador de formato, pH 2, 8, a 4°C, durante 16 horas seguido de
regulador de acetato. IgG,;, da resultados mas consistentes con la incubacién en proteasa V8 de estafilococos (3 por
ciento peso/peso) en 0, 1 M de regulador de fosfato de sodio, pH 7, 8, durante cuatro horas a 37°C.

Las siguientes patentes y solicitudes de patentes se incorporan especificamente a la presente invencion como
referencia con el fin de incluso suplementar adicionalmente los presentes conocimientos con respecto a la
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preparacion y uso de regiones de enlace de antigeno, funcionales, de anticuerpos, incluyendo los fragmentos scFv,
Fv, Fab', Fab y F (ab') 2 de los anticuerpos anti-aminofosfolipidos: Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica
numeros 5.855.866; 5.965.132; 6.004.555; 6.093.399 y 5.877.289.

F. Composiciones farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas mas basicas de la presente invencién generalmente comprenderan una cantidad
efectiva de como minimo un primer anticuerpo anti-aminofosfolipido desnudo o un fragmento de enlace a antigeno
del mismo, disuelto o disperso en un portador farmacéuticamente aceptable o medio acuoso. También se
contemplan agentes terapéuticos combinados, y el mismo tipo de composiciones farmacéuticas subyacentes se
puede emplear tanto para medicamentos solos como combinados.

Las frases farmacéuticamente o farmacolégicamente aceptable se refieren a entidades moleculares y composiciones
que no producen una reaccion adversa, alérgica o de otro modo cuando se administra a un animal, o a un humano,
segun sea lo adecuado. Como se usa en la presente descripcion, portador farmacéuticamente aceptable incluye
cualquiera y todos los solventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antihongos,
agentes retardadores isotonicos y de absorcion y similares. El uso de estos medios y agentes para agentes activos
farmacéuticos es muy conocido en la técnica. Excepto que algin medio convencional o agente sea incompatible con
el ingrediente activo, se contempla su uso en las composiciones terapéuticas. Para la administracion humana, las
preparaciones deberan cumplir los estandares de esterilidad, pirogenicidad, seguridad general y pureza que se
requieren por la Oficina de Estandares Bioldgicos de la FDA. Los ingredientes activos suplementarios también se
pueden incorporar en las composiciones.

F1. Formulaciones parenterales

Los anticuerpos anti-aminofosfolipidos de la presente invencién frecuentemente se formularan para la administracion
parenteral, por ejemplo, formuladas para inyeccion a través de las rutas intravenosa, intramuscular, subcutanea,
transdérmica, u otras rutas, incluyendo la administracion peristaltica y la instilacion directa en un tumor o sitio de
enfermedad (administracion intracavidad) . La preparacion de una composicion acuosa que contiene un anticuerpo
anti-aminofosfolipido como un ingrediente activo sera conocido para los expertos en la técnica a la luz de la presente
descripcion. Tipicamente, estas composiciones se pueden preparar como inyectables, ya sea como soluciones
liquidas o suspensiones; también se pueden preparar las formas sélidas adecuadas para su uso para preparar
soluciones o suspensiones después de la adicion de un liquido antes de la inyeccion; y también se pueden
emulsificar las preparaciones.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones acuosas estériles o dispersiones;
formulaciones que incluyen aceite de ajonjoli, aceite de cacahuete o propilenglicol acuoso; y polvos estériles para la
preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. En todos los casos, la forma debera
ser estéril y fluida al grado de que salga de la jeringa. Debera ser estable bajo las condiciones de fabricacion y
almacenamiento y debera preservarse contra la accion contaminante de microorganismos, tales como bacterias y
hongos.

Las composiciones de anticuerpo anti-aminofosfolipido se pueden formular en una composiciéon acuosa estéril en
una forma neutra o de sal. Las soluciones de los anticuerpos anti-aminofosfolipidos como base libre o sales
farmacologicamente aceptables se pueden preparar en agua convenientemente mezclada con un tensoactivo, tal
como hidroxipropilcelulosa. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicion acida (formadas
con los grupos amino libres de la proteina) , y las que se forman con acidos inorganicos tales como, por ejemplo,
acidos clorhidrico o fosférico, o acidos organicos como acético, trifluoroacético, oxalico, tartarico, mandélico, y
similares. Las sales formadas con los grupos carboxilo libres también se pueden derivar de bases inorganicas tales
como, por ejemplo, sodio, potasio, amonio, calcio, o hidréxidos férricos, y bases organicas como isopropilamina,
trimetilamina, histidina, procaina y similares.

Los portadores adecuados incluyen solventes y medios de dispersion que contienen, por ejemplo, agua, etanol,
poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, y polietilenglicol liquido, y similares) , mezclas adecuadas de los mismos,
y aceites vegetales. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azlucares o cloruro de
sodio. La fluidez adecuada se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tal como lecitina,
mediante el mantenimiento del tamafio de particula en el caso de dispersion y/o por el uso de tensoactivos.

En condiciones ordinarias de almacenamiento y uso, todas estas preparaciones deberan contener un conservador
para evitar el crecimiento de microorganismos. La prevencion de la accion de microorganismos se puede llevar a
cabo por varios agentes antibacterianos y antihongos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido sorbico,
timerosal, y similares. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables se puede llevar a cabo mediante el
uso de composiciones de agentes que retardan la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Antes o después de la formulacién, los anticuerpos anti-aminofosfolipidos deberan dializarse extensamente para
eliminar moléculas de peso molecular reducido indeseables, y/o liofilizar para la formulacion mas facil en el vehiculo
deseado, cuando sea apropiado. Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando los anticuerpos anti-
aminofosfolipidos activos en la cantidad requerida en el solvente adecuado con varios de los otros ingredientes
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enumerados anteriormente, como se desee, seguido por esterilizacion filtrada. Generalmente, las dispersiones se
preparan incorporando los distintos ingredientes activos esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de
dispersion basico y los otros ingredientes requeridos de los enumerados anteriormente.

En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, los métodos preferentes de
preparacion son secados al vacio y técnicas de secado por congelacion que producen un polvo de ingrediente del
anticuerpo anti-aminofosfolipido activo, mas cualquier ingrediente deseado adicional a partir de una solucién filtrada
estéril previamente de la misma.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas de acuerdo con la invencidon generalmente incluiran una cantidad de la
formacion del anticuerpo anti-aminofosfolipido mezclado con un diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable,
tal como solucidon acuosa estéril, para dar una gama de concentraciones finales, dependiendo del uso de destino.
Las técnicas de preparacion generalmente son muy conocidas en la técnica como se ejemplifica por Remington's
Pharmaceutical Sciences, 16 Ed. Mack Publishing Company, 1980. Debera apreciarse que la contaminacion por
endotoxinas debera mantenerse minimamente a un nivel seguro, por ejemplo, menor de 0, 5 ng/mg de proteina. Mas
aun, para la administracion humana, la preparacion debera satisfacer esterilidad, pirogenicidad, seguridad general y
estandares de pureza como se requiere por la Oficina de Estandares Bioldgicos de la FDA.

Después de la formulacion, las soluciones de anticuerpos anti-aminofosfolipidos se administraran de una manera
compatible con la formulacién de la dosis en una cantidad tal que sea efectiva terapéuticamente. Las formulaciones
se administran faciimente en una variedad de formas de dosificaciones, tales como del tipo de soluciones
inyectables descritas anteriormente, pero también se contemplan otras formas aceptables farmacéuticamente, por
ejemplo, tabletas, pildoras, capsulas u otros sélidos para administraciéon oral, supositorios, pesarios, soluciones
nasales o rociadores, aerosoles, inhalantes, formas liposomales y similares. También se pueden usar capsulas o
composiciones farmacéuticas de liberacion lenta. Las formulaciones de liberacion lenta generalmente se disefian
para dar un nivel de farmaco constante durante un periodo extenso y se pueden usar para administrar anticuerpos
anti-aminofosfolipidos de acuerdo con la presente invencion.

F2. Liposomas y nanocapsulas

En ciertas realizaciones, también se pueden emplear liposomas y/o nanoparticulas con los anticuerpos anti-
aminofosfolipidos. La formacion y uso de los liposomas son generalmente conocidos para los expertos en la técnica,
como se resume mas adelante.

Los liposomas se forman a partir de fosfolipidos que estan dispersos en un medio acuoso y forman
espontaneamente vesiculas de bicapa concéntrica de laminas multiples (también denominada vesiculas de laminas
multiples (MLV) ) . Las MLV generalmente tienen diametros de desde 25 nm hasta 4 ym. La sonificacion de las MLV
da como resultado la formacién de vesiculas de una sola lamina pequefias (SUV) con diametros en la gama de 200
a 500 \ring{A}, que contienen una solucién acuosa en el nucleo.

Los fosfolipidos pueden formar una variedad de estructuras distintas de liposomas cuando se dispersan en agua,
dependiendo de la proporcion molar de lipido al agua. En proporciones bajas, el liposoma es la estructura
preferente. Las caracteristicas fisicas de los liposomas dependen del pH, de la fuerza idnica y de la presencia de
cationes divalentes. Los liposomas pueden mostrar baja permeabilidad a substancias iénicas y polares, pero a
temperaturas elevadas sufren una transicion de fase que altera de manera remarcable su permeabilidad. La
transicion de fase involucra un cambio desde una estructura ordenada, muy compacta, conocida como estado de
gel, a una estructura menos ordenada, compacta flojamente, conocida como estado fluido. Eso se presenta en una
temperatura de transicion de fase caracteristica y da como resultado un incremento en la permeabilidad a los iones,
azucares y farmacos.

Los liposomas interactian con células a través de cuatro mecanismos diferentes: endocitosis por células fagociticas
del sistema reticuloendotelial tales como macrofagos y neutréfilos; adsorcion a la superficie celular, ya sea mediante
fuerzas hidrofobicas o electroestaticas débiles no especificas, o mediante interacciones especificas con
componentes de la superficie celular; la fusién con la membrana celular del plasma mediante la insercién de la
bicapa de lipidos del liposoma en la membrana del plasma, con liberaciéon simultanea de contenidos liposomales en
el citoplasma; y mediante la transferencia de lipidos liposomales a las membranas celulares o subcelulares, o
viceversa, sin ninguna asociacion del contenido de liposoma. Variando la formulaciéon de liposoma se puede alterar
que mecanismo es operativo, aunque mas de uno puede operar al mismo tiempo.

Las nanocapsulas generalmente pueden atrapar compuestos de una manera estable y reproducible. Para evitar
efectos laterales debido a la sobrecarga polimérica intracelular, dichas particulas ultrafinas (con tamafos de
aproximadamente 0, 1 micras) deberan disefiarse usando polimeros capaces de ser degradados in vivo. Las
nanoparticulas polialquil-cianoacrilato biodegradables que satisfacen estos requisitos se contemplan para su uso en
la presente invencion y estas particulas se pueden fabricar facilmente.
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G. Equipos terapéuticos

Se dan a conocer también equipos (kits) terapéuticos que comprenden anticuerpos anti-aminofosfolipidos para su
uso en los presentes métodos de tratamiento. Estos equipos generalmente contendran, en elementos contenedores
adecuados, una formulacién farmacéuticamente aceptable de como minimo un anticuerpo anti-aminofosfolipido. Por
ejemplo, estos equipos pueden contener cualquiera de uno o mas de una gama de farmacos quimioterapéuticos o
radioterapéuticos; agentes anti-angiogénicos; anticuerpos de células anti-tumor; y/o inmunotoxinas o coaguligandos
de vasculatura anti-tumor o estroma anti-tumor.

Los equipos pueden tener un solo contenedor (medio de contenedor) que contiene el anticuerpo anti-
aminofosfolipido, con o sin componentes adicionales, o pueden tener distintos contenedores para cada agente
deseado. Cuando se proporcionan terapéuticos combinados, se puede premezclar una sola solucion, ya sea en una
combinacion equivalente molar, o con un componente en exceso del otro. De manera alternativa, cada uno de los
anticuerpos anti-aminofosfolipidos y otros componentes de agentes anticancer del equipo se pueden mantener por
separado dentro de contenedores distintos antes de la administracién a un paciente.

Cuando los componentes del equipo se proporcionan en una o mas soluciones liquidas, la solucién liquida
preferiblemente es una solucion acuosa, siendo particularmente preferente la soluciéon acuosa estéril. Sin embargo,
los componentes del equipo se pueden proporcionar como polvos secos. Cuando los reactivos o componentes se
proporcionan como polvo seco, el polvo se puede reconstituir mediante la adicién de un solvente adecuado. Se
considera que el solvente también puede proporcionarse en otro contenedor.

Los contenedores del equipo generalmente incluyen como minimo un frasco, tubo de prueba, matraz, botella, jeringa
u otro elemento contenedor, en el cual el anticuerpo anti-aminofosfolipido, y cualquier otro agente deseado, se
puede colocar vy, preferiblemente, convenientemente fraccionar. Cuando se incluyen componentes separados, el
equipo también contendra generalmente un segundo frasco u otro contenedor en el cual éstos se colocan,
permitiendo la administracion de dosis disefiadas por separado. Los equipos también pueden contener un
segundo/tercer elemento contenedor para contener un regulador farmacéuticamente aceptable, estéril, u otro
diluyente.

Los equipos también pueden contener un elemento mediante el cual se administra el anticuerpo anti-
aminofosfolipido a un animal o paciente, por ejemplo, una o mas agujas o jeringas, o hasta un gotero, pipeta, u otro
de estos aparatos parecidos, a partir de los cuales la formulacién se puede inyectar en el animal o aplicarse a una
area enferma del cuerpo. Los equipos de la presente invencion también incluiran tipicamente un medio para
contener los frascos, o cualquier otro componente, en confinamiento cerrado para venta comercial, tal como, por
ejemplo, contenedores de plastico moldeados por soplado o por inyeccion en los cuales se colocan y retienen los
frascos y otros aparatos deseados.

H. Tratamiento de tumores

El uso mas importante de la presente invencion esta en el tratamiento de tumores malignos, vascularizados; también
se contempla con el tratamiento de tumores benignos, tales como la BPH (hipertrofia prostatica benigna) . La
invencion también se puede usar en la terapia de otras enfermedades y desérdenes que tienen, como un
componente de la enfermedad, vasos sanguineos protrombdéticos. Estas enfermedades asociadas con la vasculatura
incluyen retinopatia diabética, degeneracién macular, restenosis vascular, que incluye restenosis después de la
angioplastia, malformaciones arteriovenosas (AVM) , meningioma, hemangioma, glaucoma neovascular y psoriasis;
y también angiofibroma, artritis, artritis reumatoide, placas ateroscleréticas, neovascularizacién de injerto corneo,
uniones hemofilicas, heridas hipertroficas, sindrome de osler-weber, fibroplasia retrolental de granulama piogénico,
esclerodermos, tracoma, adhesiones vasculares, sinovitis, dermatitis, otras varias enfermedades y desordenes
inflamatorios, e incluso endometriosis.

El tratamiento del anticuerpo anti-aminofosfolipido de la invencion se explota mas preferentemente para el
tratamiento de tumores sélidos. Estos usos pueden emplear anticuerpos anti-aminofosfolipidos solos o en
combinacion con agentes quimioterapéuticos, radioterapéuticos, apoptdpicos, anti-angiogénicos y/o inmunotoxinas o
coaguligandos. Los métodos de anticuerpo anti-aminofosfolipido son ampliamente aplicables al tratamiento de
cualquier tumor maligno que tiene un componente vascular. Los tumores tipicamente vascularizados son los
tumores sélidos, particularmente los carcinomas, los cuales requieren un componente vascular para la disposicion
de oxigeno y nutrientes. Los tumores sélidos que, a titulo de ejemplo, se pueden tratar usando la invencién incluyen,
pero sin limitacion, carcinomas del pulmon, pecho, ovario, estémago, pancreas, laringe, eséfago, testiculos, higado,
parotidas, vias biliares, colon, recto, cérvix, utero, endometrio, rifidn, vejiga, prostata, tiroides, carcinomas de células
escamosas, adenocarcinomas, carcinomas de células pequefas, melanomas, gliomas, neuroblastomas, y similares.

La presente invencion se contempla para su uso en el tratamiento de cualquier paciente que presente un tumor
soélido. Sin embargo, en lo que la invencién es particularmente exitosa es en el tratamiento de tumores soélidos de
tamafios moderados o grandes, los pacientes en estas categorias probablemente recibiran beneficios mas
significativos del tratamiento de acuerdo con los métodos y composiciones proporcionados en la presente
descripcion.
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Por lo tanto, en general, la invencién se puede usar para tratar tumores de aproximadamente 0, 3-0, 5 centimetros y
superiores, aunque tiene un uso mejor de la invencion para tratar tumores mayores de 0, 5 centimetros de tamario.
A partir de estudios ya conducidos en modelos animales aceptables, se cree que los pacientes que presentan
tumores de entre aproximadamente 1, 0 y aproximadamente 2, 0 centimetros de tamafio estaran en el grupo de
tratamiento preferente de pacientes para terapia de anticuerpo anti-aminofosfolipido, aunque los tumores hasta
dicha dimension e incluyendo los tumores mas grandes encontrados en humanos también se pueden tratar.

Aunque la presente invenciéon no se destina generalmente como tratamiento preventivo o profilactico, el uso de la
misma basicamente no se limita al tratamiento de pacientes que tienen tumores solamente de tamafios moderados o
grandes. Existen muchas razones por debajo de este aspecto de la amplitud de la invencion. Por ejemplo, un
paciente que presenta un tumor primario de tamafio moderado o grande también puede tener otros varios tumores
metastasicos que se consideran que son de tamafio pequefio o aun en etapas tempranas de extension de tumor
metastatico. Dado que los anticuerpos anti-aminofosfolipidos o combinaciones de la invenciéon generalmente se
administran en la circulacion sistémica de un paciente, naturalmente tendran efectos sobre los tumores secundarios,
mas pequefios y metastaticos, aunque esto no puede ser la intencién principal del tratamiento. Ademas, aun en
situaciones en las que la masa del tumor como un todo es un solo tumor pequefio, ciertos efectos anti-tumor
benéficos seran resultado del uso del presente tratamiento de anticuerpo anti-aminofosfolipido.

La guia proporcionada en la presente descripcion con respecto a los pacientes mas adecuados para su uso en
relacion con la presente invencion tiene como objetivo el conocimiento de que ciertos perfiles de pacientes pueden
ayudar en la seleccion de pacientes para el tratamiento de la presente invencion La pre-seleccion de ciertos
pacientes, o categoria de pacientes, de ninguna manera niegan la utilidad basica de la presente invencion en
relacion con el tratamiento de todos los pacientes que tengan un tumor vascularizado. Una consideracion adicional
es el hecho de que el asalto sobre el tumor proporcionado por la terapia de anticuerpo anti-aminofosfolipido de la
invencion puede predisponer al tumor a otro tratamiento terapéutico, de manera que el tratamiento posterior da
como resultado un efecto sinérgico global o incluso conduce a la remisién o cura total.

No se cree que ningun tipo particular del tumor debera excluirse del tratamiento usando la presente invencién. Sin
embargo, el tipo de células de tumor puede ser relevante para el uso de la invencién en combinacién con agentes
terapéuticos secundarios, particularmente quimioterapéuticos y las inmunotoxinas celulares anti-tumor. Dado que el
efecto de la presente terapia es destruir la vasculatura del tumor, y la vasculatura es sustancial o enteramente la
misma en todos los tumores sdlidos, se entendera que la presente metodologia de anti-aminofosfolipido es amplia o
enteramente aplicable al tratamiento de todos los tumores sélidos, independientemente del fenotipo particular o
genotipo de las mismas células del tumor. Los datos presentados en esta invencion son convincentes puesto que
muestran notables resultados en un modelo de tumor que es resistente a la necrosis.

Las dosis terapéuticamente efectivas de los anticuerpos anti-aminofosfolipidos se pueden determinar facilmente
usando datos de un modelo animal, como se muestra en los estudios detallados en la presente descripcion. Los
animales experimentales que tienen tumores sélidos frecuentemente se usan para optimizar las dosis terapéuticas
adecuadas antes de trasladarlas a un ambiente clinico. Se sabe que estos modelos son muy fiables para predecir
estrategias anticancer eficaces. Por ejemplo, los tumores sélidos que tienen los ratones, tales como los usados en
los ejemplos, se usan ampliamente en pruebas preclinicas. Los inventores han usado estos modelos de ratén
aceptados en la técnica para determinar gamas de trabajo de los anticuerpos anti-aminofosfolipidos desnudos que
producen efectos anti-tumor benéficos con toxicidad minima.

Como se sabe en la técnica, éstos son objetivos realistas que se pueden usar como pautas en relaciéon con las
pruebas preclinicas antes de proceder al tratamiento clinico. Sin embargo, debido a la seguridad demostrada en
modelos aceptados, las pruebas preclinicas de la presente invencion seran mas un asunto de optimizacioén, en vez
de para confirmar la efectividad. Por lo tanto las pruebas preclinicas se pueden emplear para seleccionar los
anticuerpos anti-aminofosfolipidos mas ventajosos, dosis o combinaciones.

Cualquier dosis de anticuerpo anti-aminofosfolipido, o medicamento combinado, que dé como resultado cualquier
destruccion de vasculatura de tumor detectable consistente, trombosis y efectos anti-tumor, definira todavia una
invencion util. Los efectos destructivos, tromboticos y necréticos deberan observarse entre aproximadamente el 10
por ciento y aproximadamente el 40-50 por ciento de los vasos sanguineos del tumor y tejidos del tumor, hasta
aproximadamente entre 50 por ciento y aproximadamente 99 por ciento de estos efectos. La presente invencion
también puede ser efectiva contra los vasos de mas abajo del tumor, es decir, dirigirse como minimo a un
subconjunto de los vasos de drenaje, particularmente como las citoquinas liberadas del tumor estaran actuando
sobre estos vasos, cambiando su perfil antigénico.

Se entendera también que aun en las circunstancias en donde los efectos anti-tumor de la dosis de anticuerpo anti-
aminofosfolipido, o terapia combinada, estan hacia los extremos inferiores de esta gama, puede ser que esta terapia
todavia sea igual o aun mas efectiva que otras terapias conocidas en el contexto de los objetivos del tumor
particular. Desafortunadamente, es evidente para un clinico que ciertos tumores no se pueden tratar efectivamente
en plazo intermedio o a largo plazo, pero no se niega la utilidad de la presente terapia, particularmente cuando es
como minimo tan efectiva como las otras estrategias generalmente propuestas.
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Para disefar dosis adecuadas de anticuerpos anti-aminofosfolipidos, o terapias combinadas, para el tratamiento de
tumores vascularizados, se puede extrapolar facilmente de estudios animales descritos en la presente descripcion
con el fin de llegar a dosis adecuadas para la administracién clinica. Para lograr esta conversion, se tomara en
cuenta la masa de los agentes administrados por masa unitaria del animal experimental y, preferiblemente, se
tomarian en cuenta las diferencias en el area superficial del cuerpo entre el animal experimental y el paciente
humano. Todos estos calculos son muy conocidos y de rutina para los expertos en la técnica.

Por ejemplo, para tomar una dosis satisfactoria de 20 ug anticuerpo por ratén (peso corporal total de
aproximadamente 20 g) , y aplicar calculos estandares basados en la masa y area superficial, las dosis efectivas
para su uso en pacientes humanos varian entre 1 miligramo y 500 miligramos aproximadamente de anticuerpo por
paciente, y preferiblemente, entre 10 miligramos y 100 miligramos aproximadamente de anticuerpo por paciente.
Ademas de todos los parametros clinicos y terapéuticos variables, esta variacion representa también que los datos
de necrosis tumoral presentes son generados utilizando un modelo de tumor que es resistente a la necrosis, y en el
que se ha observado menos tefido de vasos tumorales que en otros modelos.

De acuerdo con lo anterior, usando esta informacion, los inventores prevén que las dosis bajas utiles de anticuerpos
anti-aminofosfolipidos desnudos para la administracion humana estaran aproximadamente entre 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 15, 20, 25 o aproximadamente 30 miligramos mas o menos por paciente; y las dosis Utiles altas de
anticuerpos anti-aminofosfolipidos desnudos para la administracion humana seran de aproximadamente 250, 275,
300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475 o aproximadamente 500 miligramos mas o menos por paciente. Las dosis
intermedias Utiles de anticuerpos anti-aminofosfolipidos desnudos para la administracién humana se contempla que
sean aproximadamente 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 125, 150, 175, 200 o aproximadamente 225 miligramos mas
0 menos por paciente. Se contempla también cualquier gama particular que usa cualquier gama de las dosis
mencionadas anteriormente a titulo de ejemplo, o cualquier valor intermedio entre las gamas establecidas
particulares.

En general, seran preferentes las gamas de dosis de entre aproximadamente 5-100 miligramos, aproximadamente
10-80 miligramos, aproximadamente 20-70 miligramos, aproximadamente 25-60 miligramos, aproximadamente 30-
50 miligramos mas o menos de anticuerpos por paciente. Independientemente de estas gamas establecidas, se
entendera que, dados los parametros y la orientacion detallada presentada en la presente descripcion, otras
variaciones en las gamas activas u optimas quedaran abarcadas dentro de la presente invencion. Aunque la dosis
de aproximadamente 5 6 10 hasta aproximadamente 70, 80, 90 6 100 miligramos por paciente se prefieren
actualmente, se entendera que dosis menores pueden ser mas adecuadas en combinacion con otros agentes, y que
dosis mayores también pueden ser toleradas, particularmente dada la seguridad aumentada de los anticuerpos anti-
aminofosfolipidos no conjugados a utilizar en la invencién. El uso de anticuerpos anti-aminofosfolipidos humanos o
humanizados desnudos vuelve a la presente invencion alin mas segura para uso clinico, reduciendo ademas las
oportunidades de toxicidad significativa o efectos laterales en tejidos sanos.

El destino de los regimenes terapéuticos utilizados de la presente invencién consiste en general en producir efectos
anti-tumor significativos al mismo tiempo que todavia se mantienen las dosis por debajo de los niveles asociados
con toxicidad inaceptable. Ademas de variar la dosis misma, el régimen de administracion también se puede adaptar
para optimizar la estrategia del tratamiento. Una estrategia de tratamiento actualmente preferente es administrar
entre aproximadamente 1-500 miligramos, y preferiblemente entre aproximadamente 10-100 miligramos del
anticuerpo anti-aminofosfolipido, o coctel terapéutico que contiene éste, aproximadamente 3 veces dentro de
aproximadamente un periodo de 7 dias. Por ejemplo, la dosis se dariaen el dia1,dia364,ydia667.

Para administrar las mismas dosis particulares, se preferiria proporcionar una composicién farmacéuticamente
aceptable (de acuerdo con los estandares de la FDA de esterilidad, pirogenicidad, pureza y seguridad general) al
paciente sistémicamente. La inyeccion intravenosa se prefiere generalmente, y el método mas preferente es emplear
una infusién continua durante un periodo de tiempo de aproximadamente 1 6 2 horas mas o menos. Aungue no se
requiere determinar estos parametros antes del tratamiento usando la presente invencién, se debera observar que
los estudios detallados en la presente descripcion dan como resultado como minimo alguna trombosis observada
especificamente en los vasos sanguineos del tumor sélido dentro de 12-24 horas aproximadamente de la inyeccion,
y que las propias células tumorales empiezan a morir dentro de un periodo de 24 a 72 horas. La necrosis tumoral
amplia se observa de modo general en las siguientes 48-96 horas aproximadamente, llegando a 60% de necrosis o
valores superiores.

Naturalmente, antes de una utilizacién amplia, se llevaran a cabo ensayos clinicos. Los distintos elementos para
llevar a cabo un ensayo clinico, incluyendo el tratamiento del paciente y supervision, seran conocidos por los
expertos en la técnica a la luz de la descripcion presente. La siguiente informacion se esta presentando como un
alineamiento general para su uso para establecer estos ensayos.

Los pacientes elegidos para los primeros estudios de tratamiento de anticuerpo anti-aminofosfolipido han fallado en
responder a como minimo un curso de terapia convencional, y tendran enfermedad objetivamente medible segin se
determina por examen fisico, técnicas de laboratorio, y/o procedimiento radiograficos. Cualquier quimioterapia
debera ser interrumpida como minimo dos semanas antes de entrar en el estudio. Cuando se emplean porciones de
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anticuerpo o anticuerpos monoclonales murinos, los pacientes deberan no tener historia de alergia a la
inmunoglobulina de ratén.

Se encontraran varias ventajas en el uso de catéter venoso central interno con un puerto de lumen triple. Los
anticuerpos anti-aminofosfolipidos deberan filtrarse, por ejemplo, usando un filtro de 0, 22 p, y diluirse
adecuadamente, tal como mediante solucién salina, hasta un volumen final de 100 mililitros. Antes del uso, la
muestra de prueba debera también filtrarse de manera similar, y su concentracion valorarse antes y después de la
filtracion determinando el Azgo. La recuperacion esperada debera estar dentro de la gama de 87 por ciento a 99 por
ciento, y se pueden determinar los ajustes por pérdida de proteina.

Estos anticuerpos anti-aminofosfolipidos se pueden administrar durante un periodo de 4-24 horas aproximadamente,
recibiendo cada paciente 2-4 infusiones a intervalos de 2-7 dias. La administracién también se puede realizar
mediante una proporcién estable de infusién durante un periodo de 7 dias. La infusiéon dada a cualquier nivel de
dosis debera ser dependiente de cualquier toxicidad observada. Por lo tanto, si se alcanza la toxicidad de grado Il
después de una sola infusién, o en un periodo particular de tiempo para una infusién de proporcion estable, otras
dosis deberan detenerse o parar la infusion de proporcion estable a menos que mejore la toxicidad. Dosis crecientes
de anticuerpos anti-aminofosfolipidos deberan administrarse a grupos de pacientes hasta que aproximadamente 60
por ciento de los pacientes muestren toxicidad grado Ill o IV inaceptable en cualquier categoria. Las dosis que sean
2/3 de este valor se definen como dosis segura.

El examen fisico, las mediciones del tumor, y las pruebas de laboratorio deberan, desde luego, realizarse antes del
tratamiento y a intervalos hasta de un mes después. Las pruebas de laboratorio deberan incluir cuentas sanguineas
completas, creatinina de suero, creatina quinasa, electrdlitos, urea, nitrégeno, SGOT, bilirrubina, albumina y proteina
de suero total. Las muestras de suero tomadas hasta 60 dias después del tratamiento deberan evaluarse mediante
radioinmunoensayo para detectar la presencia de los anticuerpos anti-aminofosfolipidos, y los anticuerpos contra
cualquier porcién de las mismas. Los analisis inmunolégicos del suero, usando cualquier ensayo estandar tal como,
por ejemplo, un ensayo ELISA o RIA, permitira la farmacocinética y la aclaracion del agente terapéutico de anti-
aminofosfolipido que sera evaluado.

Para evaluar las respuestas anti-tumor, los pacientes deberan ser examinados a 48 horas a 1 semana y después a
30 dias después de la ultima infusiéon. Cuando se presente enfermedad palpable, deberan medirse diariamente dos
diametros perpendiculares de todas las masas durante el tratamiento, dentro de una semana después de completar
la terapia, y a los 30 dias. Para medir enfermedad no palpable, escaneos de CT en serie podrian realizarse a
intervalos de 1 centimetro en todo el pecho, abdomen, y pelvis en las 48 horas y hasta 1 semana y nuevamente a
los 30 dias. Las muestras de tejido deberan también ser evaluadas histolégicamente, y/o mediante citometria de
flujo, usando biopsias de los sitios de la enfermedad o hasta de muestras de sangre o de fluido si es lo adecuado.

Las respuestas clinicas se pueden definir mediante medicién aceptable. Por ejemplo, una respuesta completa se
puede definir por la desaparicién de todo tumor medible 1 mes después del tratamiento. Mientras que una respuesta
parcial se puede definir por una reduccién al 50 por ciento o mayor de la suma de los productos de los diametros
perpendiculares de todos los nédulos de tumor evaluables 1 mes después del tratamiento, sin sitios de tumor
mostrando agrandamiento. De manera similar, se puede definir una respuesta mezclada mediante una reduccion del
producto de diametros perpendiculares de todas las lesiones medibles por 50 por ciento o mas 1 mes después del
tratamiento, con avance en uno o mas sitios.

A la luz de los resultados de ensayos clinicos, tales como los descritos anteriormente, se puede formular todavia un
régimen de tratamiento mas preciso. Aun, alguna variacion en dosis posteriormente puede ser necesaria
dependiendo de la condicion del sujeto que se esta tratando. El médico responsable de la administracion, a la luz de
la presente descripcion, sera capaz de determinar la dosis adecuada para el sujeto individual. Esta optimizacion y
ajuste se lleva a cabo de manera rutinaria en la técnica y de ninguna manera refleja una cantidad indebida de
experimentacion.

I. Formacion de imagen del tumor

Se da a conocer ademas el proporcionar tratamiento del tumor combinado y métodos de formaciéon de imagen,
basandose en ligandos de enlace anti-aminofosfolipidos. Las proteinas o anticuerpos de enlace anti-
aminofosfolipidos que se enlazan a uno o mas agentes detectables se consideran para su uso en la formacién de
imagen previa del tumor, formando una imagen confiable antes del tratamiento, lo cual a su vez dirige los
marcadores de aminofosfolipidos. Ademas de anticuerpos, se prevé la utilizacién de anexinas marcadas de forma
detectable y otros ligandos de unién de aminofosfolipidos, tal como se da a conocer y se reivindica en el nimero de
publicacion PCT WO-A-00/02587.

Los ligandos o anticuerpos anti-aminofosfolipidos que forman la imagen, o los conjugados de los mismos,
generalmente comprenderan un anticuerpo anti-aminofosfolipido o ligando de enlace operativamente unido, o
conjugado con una etiqueta detectable. Las etiquetas detectables son compuestos o elementos que se pueden
detectar debido a sus propiedades funcionales especificas, o caracteristicas quimicas, el uso de las cuales permite
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que el componente al cual estén unidas se detecte, y se cuantifique ademas si se desea. Preferiblemente, las
etiquetas detectables son aquellas detectables in vivo usando métodos no invasivos.

Los anticuerpos y los conjugados de proteinas de enlace para su uso como agente de diagnéstico generalmente se
dividen en dos clases, aquellos para su uso en diagndsticos in vitro, tales como una variedad de ensayos
inmunoldgicos, y aquellos para su uso en protocolos de diagndstico in vivo. Son los métodos de formacion de
imagenes in vivo los que se pretenden particularmente para su uso con los agentes de esta invencion.

En la técnica se conocen muchos agentes para formacion de imagenes adecuadas, como son los métodos para su
union con anticuerpos y ligandos de enlace (ver, por ejemplo, las Patente de los Estados Unidos de Norteamérica
numero 5.021.236 y 4.472.509) . Ciertos métodos de unién comprenden el uso de un complejo quelado de metal que
emplea, por ejemplo, un agente quelante organico, tal como un DTPA, unido al anticuerpo (Patente de los Estados
Unidos de Norteamérica nimero 4.472.509) . Los anticuerpos monoclonales también se pueden hacer reaccionar
con un enzima en presencia de un agente de acoplamiento tal como un glutaraldehido o periodato. Los conjugados
con marcadores de fluoresceina se preparan en la presencia de estos agentes de acoplamiento o mediante la
reaccion con un isotiocianato.

Un ejemplo de etiquetas detectables son los iones paramagnéticos. En este caso, los iones adecuados incluyen
cromo (Ill) , manganeso (lIl) , hierro (lll) , hierro (ll) , cobalto (I1) , niquel (Il) , cobre (ll) , neodimio (lll) , samario (lll)
iterbio (lll) , gadolinio (lll) , vanadio (ll) , terbio (ll) , disprosio (lll) , holmio (lll) , y erbio (Ill) , siendo particularmente
preferente el gadolinio.

Los iones utiles en otros contextos, tales como para formacion de imagenes en rayos X, incluyen, pero sin limitacion,
lantano (Ill) , oro (lll) , plomo (ll) , y especialmente bismuto (Ill) . Las etiquetas fluorescentes incluyen rodamina,
fluoresceina y renografina. La rodamina y la fluoresceina frecuentemente se enlazan a través de un intermediario
isotiocianato.

En el caso de isotopos radioactivos para ag)licaciones de diagnéstico, los ejemflos adecuados incluyen "carbono,
51cromo, 36cloro, 57cobalto, 5acobalto, cobre 7, 152Eu, gali067, 3hidrc’>geno, yodo12 , yodo125, yodom, indiom, 59hierro,
32fc’>sforo, renio186, renio188, 75selenio, 35azufre, tecnetio®™™ e itrio®. EI 125yodo frecuentemente es el preferente para
sSu uso en ciertas realizaciones, y el tecnicioggmy el indio""" frecuentemente también se prefieren debido a su baja

energia y conveniencia para deteccion en gama larga.

Los anticuerpos y ligandos de enlace anti-aminofosfolipidos etiquetados radioactivamente para su uso en la presente
invencion se pueden producir de conformidad con métodos muy conocidos en la técnica. Por ejemplo, los grupos
funcionales intermediarios que frecuentemente se usan para enlazar iones metalicos radioisotépicos con anticuerpos
son acido dietilenotriaminopentacético (DTPA) y acido etileno diaminotetracético (EDTA) .

Los anticuerpos monoclonales también se pueden yodar en contacto con sodio o con yoduro de potasio y un agente
oxidante quimico tal como hipoclorito de sodio, o un agente oxidante enzimatico, tal como Iactogeroxidasa. Los
anticuerpos anti-aminofosfolipidos de acuerdo con la invencién se pueden etiquetar con tecnetio®™m mediante un
proceso de intercambio de ligando, por ejemplo, reduciendo el pertecnato con solucion estafiosa, quelando el
tecnetio reducido sobre una columna de Sefadex y aplicando el anticuerpo a esta columna; o mediante técnicas de
etiquetacion directas, por ejemplo, incubando pertecnato, un agente reductor tal como SNCl,, una soluciéon
reguladora tal como solucién de ftalato de sodio-potasio, y el anticuerpo.

Cualquiera del tipo anterior de anticuerpos anti-aminofosfolipidos etiquetados detectablemente y ligandos de enlace
de aminofosfolipidos se puede usar en los aspectos de formacion de imagenes de la presente invencion. Aunque no
se propuso previamente para su uso en formacion de imagen y tratamiento de tumores combinados, también se
pueden emplear las anexinas etiquetadas detectablemente de la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica
numero 5.627.036; WO 95/19791; WO 95/27903; WO 95/34315; WO 96/17618; y WO 98/04294.

La Publicacién Internacional WO 95/27903 proporciona anexinas para su uso para detectar células apoptéticas.
Cualquiera de los marcadores de agentes detectables de anexina de la Publicacién Internacional WO 95/27903
también se puede usar en la presente invencion, aunque sera conocido que algunas de éstas son mas adecuadas
para usos in vitro. La Publicacién Internacional WO 95/27903 también se identifica como referencia con el fin de
proporcionar equipos detectables que se puedan adaptar para uso combinado con los terapéuticos de la presente
invencion.

Cada una de las Publicaciones Internacionales WO 95/19791; WO 95/34315; WO 96/17618; y WO 98/04294 se
identifican también con el fin de describir adicionalmente conjugados de anexina radioetiquetados para formacion de
imagenes de diagnéstico. El intento de cada uno de los documentos anteriores es proporcionar anexinas
radioetiquetadas para su uso al formar imagenes de trombosis vascular, particularmente en el corazéon o cerca del
mismo, tales como en trombosis de venas profundas, embolias pulmonares, infarto al miocardio, fibrilacién atrial,
problemas con materiales cardiovasculares prostéticos, ataque, y similares. Estas anexinas radioetiquetadas
también se propusieron para su uso para formar imagenes de plaquetas activadas, por ejemplo, en condiciones tales
como abscesos, restenosis, inflamacion de articulaciones, coagulos en arterias cerebrales, etcétera.
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La Patente de los Estados Unidos de Norteamérica numero 5.627.036 también se refiere generalmente a ligandos
de enlace de anexina (anexin) para su uso para analizar fosfatidilserina de plaquetas. Se explica en la Patente de
los Estados Unidos de Norteamérica nimero 5.627.036 que los desérdenes hemostaticos, tales como trombosis
arterial, coronaria y venosa, usualmente son idiopaticas, lo que hace dificil la prediccion y prevencion. Para
reconocer estos desérdenes hemostaticos con anterioridad, se propone la deteccién de plaquetas activadas. Las
composiciones de anexina etiquetadas detectablemente se describen por lo tanto con el fin de detectar plaquetas
activadas en desdrdenes hemostaticos (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica nimero 5.627.036) .

Aunque se propone una gama amplia de usos de diagndstico, ninguna de las Publicaciones Internacionales WO
95/19791; WO 95/34315; WO 96/17618; o WO 98/04294 hace referencia a formar imagenes de la vasculatura de los
tumores sdlidos. Tampoco la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica nimero 5.627.036 hace ninguna
sugerencia. Sin embargo, las composiciones de anexina radioetiquetada y detectable descritas per se se pueden
usar en este momento en provecho respecto a esto, a la luz de los sorprendentes descubrimientos descritos en la
presente invencion.

En particular, la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica nimero 5.627.036 describe anexinas etiquetadas
detectablemente con isotiocianato de fluoresceina; radioisétopos de halégenos, tecnetio, plomo, mercurio, talio o
indio; y agentes de contraste paramagnéticos.

La Publicacion Internacional WO 95/19791 da a conocer conjugados de anexina unidos a un quelato N2S; que se
puede radioetiquetar formando complejo de un radionuclido al quelado. La Publicacion Internacional WO 95/34315
proporciona conjugados de anexina que comprenden uno o mas residuos de galactosa con el quelado N»S;. La
fraccion galactosa se dice que facilita la eliminacion rapida del conjugado radioetiquetado a partir de la circulacion,
reduciendo el dafo de radiacién a tejidos no objetivos y el ruido de fondo.

La Publicacion Internacional WO 96/17618 a su vez proporciona conjugados de anexina adecuados para
radioetiquetar con agentes de formacién de imagen de diagnéstico que comprenden una anexina con un ramillete de
residuos de galactosa y un quelato N»S,. Estos se da a conocer que tienen una vida media circulante mas corta y
una afinidad de enlace mas alta para sitios objetivo que los conjugados de anexina-galactosa radioetiquetados
anteriores.

Todavia otros conjugados de anexina radioetiquetados son proporcionados por la Publicacion Internacional WO
98/04294. Estos conjugados comprenden una anexina que se modifica para proporcionar un grupo sulfidrilo
accesible conjugado con una fraccién de hexosa que se reconoce por un receptor de higado de mamifero. Los
conjugados de multimeros de anexina y compuestos quelantes a través de enlaces sensibles a esterasa también se
proporcionan.

Cada una de las Publicaciones Internacionales WO 95/19791; WO 95/34315; WO 96/17618; y WO 98/04294
también se identifican con el fin de proporcionar componentes conjugados de anexina para radioetiquetar que son
dociles para empaquetarlos en equipos frios, es decir, en donde los componentes se proporcionan en frascos
separados. La Patente de los Estados Unidos de Norteamérica nimero 5.627.036 similarmente proporciona equipos
que comprenden un portador que esta realizado por compartimientos para recibir anexinas etiquetadas
detectablemente que se pueden adaptar para su uso en las mismas.

Aunque adecuados para su uso en diagnésticos in vitro, los presentes métodos de deteccion de aminofosfolipidos se
destinan mas para formar una imagen de la vasculatura de tumor de un paciente antes del tratamiento con
formaciones de agente objetivo-agente terapéutico. El diagnéstico in vivo o los métodos de formaciéon de imagen
generalmente comprenden administrar a un paciente una cantidad diagnésticamente efectiva de un anticuerpo anti-
aminofosfolipido o ligando de enlace que se conjuga con un marcador que es detectable mediante métodos no
invasivos. El conjugado marcador de ligando de enlace o de anticuerpo se deja suficiente tiempo para localizar y
enlazarse con el aminofosfolipido expresado en la superficie luminal de la vasculatura del tumor. El paciente se
expone entonces a un dispositivo de deteccién para identificar el marcador detectable, formando por lo tanto una
imagen de la vasculatura del tumor.

Los is6topos de resonancia de giro magnético nuclear, tales como el gadolinio, se detectan usando un dispositivo de
formacién de imagen magnético nuclear; y agentes radioactivos, tales como tecnicio®™"o indio'"!, se detectan
usando una camara o detector de escintilacion gama. La Patente de los Estados Unidos de Norteamérica nimero
5.627.036 también se identifica con el fin de proporcionar todavia guia adicional con respecto a la seguridad y la
introduccion efectiva de estas formaciones etiquetadas detectablemente en la sangre de un individuo, y medios para
determinar la distribucion de la anexina etiquetada detectablemente extracorporalmente, por ejemplo, usando una
camara de escintilacion gama o mediante medicién por resonancia magnética.

Las dosificaciones para realizaciones de formacién de imagen generalmente son menores que para terapia, pero
también dependen de la edad y el peso del paciente. Una dosis de una vez de entre 0, 1, 0, 5 o aproximadamente 1
miligramo y aproximadamente 9 6 10 miligramos, o mas preferiblemente de entre aproximadamente 1 miligramo y
aproximadamente 5-10 miligramos de anticuerpo anti-aminofosfolipido o conjugado de ligando de enlace
aminofosfolipido por paciente se contempla que es util. La Patente de los Estados Unidos de Norteamérica nimero
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5.627.036; y la Publicacion Internacional WO 95/19791, también son instructivas con respecto a las dosis de las
anexinas etiquetadas detectablemente.

J. Terapias de combinacién

Los métodos de tratamiento de anticuerpo anti-aminofosfolipido de la presente invencién se pueden combinar con
cualquier otro método generalmente empleado en el tratamiento del tumor particular, enfermedad o desorden que
muestra el paciente. En tanto no se sepa que el enfoque terapéutico particular es perjudicial a la condicion del
paciente en si, y no contrarresta significativamente el tratamiento del anticuerpo anti-aminofosfolipido, se considera
su combinacién con la presente invencion.

En relacién con el tratamiento del tumor sdlido, la presente invencién se puede usar en combinaciéon con enfoques
clasicos, tales como cirugia, radioterapia, quimioterapia, y similares. La presente descripcion por lo tanto proporciona
terapias combinadas en las cuales se usan los anticuerpos anti-aminofosfolipidos simultaneamente con, antes, o
después de la cirugia o tratamiento por radiacion; o se administran a pacientes con, antes de, o después de agentes
quimioterapéuticos, radioterapéuticos o anti-angiogénicos convencionales, o inmunotoxinas o coaguligandos
objetivos.

La terapia de combinacion se contempla también para otras enfermedades vasculares. Un ejemplo particular es la
hiperplasia prostatica benigna (BPH) , la cual se puede tratar con anticuerpos anti-aminofosfolipidos en combinacién
con otros tratamientos actualmente practicados en la técnica. Por ejemplo, el ataque de inmunotoxinas a
marcadores localizados dentro de la BPH, tales como PSA.

Cuando se usan uno o mas agentes en combinacion con la terapia de anticuerpo anti-aminofosfolipido, no hay
requisito para que los resultados combinados sean aditivos de los efectos observados cuando se conduce cada
tratamiento por separado. Aunque como minimo efectos aditivos generalmente son deseables, cualquier efecto anti-
tumor aumentado por encima de una de las terapias singulares sera benéfico. También, no hay requisito particular
para que el tratamiento combinado muestre efectos sinérgicos, aunque ciertamente esto es posible y ventajoso. Los
agentes especialmente previstos para su utilizacion para conseguir efectos potencialmente sinérgicos son los que
alteran o inducen apoptosis en el endotelio del tumor, dado que dichas alteracién o apoptosis deben amplificar el
efecto terapéutico general.

Para practicar la terapia anti-tumor combinada, simplemente se administraria a un animal un anticuerpo anti-
aminofosfolipido en combinaciéon con otro agente anticancer de una manera efectiva para dar como resultado
acciones anti-tumor combinadas dentro del animal. Los agentes por lo tanto se proporcionarian en cantidades
efectivas y por periodos de tiempo efectivos para dar como resultado la presencia combinada dentro de la
vasculatura del tumor y sus acciones combinadas en el ambiente del tumor. Para lograr esta meta, los anticuerpos
anti-aminofosfolipidos y los agentes anticancer se pueden administrar al animal simultaneamente, ya sea en una
sola composicion, o como dos composiciones distintas usando diferentes rutas de administracion.

De manera alternativa, el tratamiento de anticuerpo anti-aminofosfolipido puede preceder, o seguir, al tratamiento de
agente anticancer en, por ejemplo, intervalos que varian de minutos a semanas. En ciertas realizaciones en donde el
agente anticancer y el anticuerpo anti-aminofosfolipido se aplican por separado al animal, aseguraria que no expird
un periodo de tiempo significativo entre el tiempo de cada administracion, de manera que la combinacién de agente
anticancer y anticuerpo anti-aminofosfolipido todavia seria capaz de ejercer un efecto combinado ventajoso en el
tumor. En estos casos, se contempla que se pondria en contacto el tumor con ambos agentes dentro de
aproximadamente 5 minutos hasta aproximadamente una semana uno del otro, y mas preferiblemente, dentro de
aproximadamente 12-72 horas uno del otro, con un tiempo de retardo de solamente aproximadamente 12-48 horas,
siendo lo mas preferente.

Los agentes anticancer que, a titulo de ejemplo, se darian antes del anticuerpo anti-aminofosfolipido son agentes
que inducen la expresion de aminofosfolipidos dentro de la vasculatura del tumor. Por ejemplo, los agentes que
estimulan la produccion de calcio localizado y/o que inducen la apoptosis generalmente darian como resultado la
expresion de PS aumentada, lo cual se puede tener como objetivo usando un anticuerpo anti-PS posterior. Los
anticuerpos anti-aminofosfolipidos se administrarian primero en otras situaciones para causar la destruccion del
tumor, seguido por terapias anti-angiogénicas o terapias dirigidas para dar al blanco en células del tumor necréticas.

El uso general de combinaciones de agentes en el tratamiento del cancer es muy conocido. Por ejemplo, la Patente
de los Estados Unidos de Norteamérica Numero 5.710.134 describe componentes que inducen necrosis en tumores
en combinacién con agentes no téxicos o profarmacos. Las enzimas que quedan libres por los procesos necroticos
disocian el profarmaco no téxico en farmaco téxico, lo cual conduce a la muerte celular del tumor. También, la
Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Nimero 5.747.469 describe el uso combinado de vectores virales
que codi- fican agentes que dafian p53 y ADN. Cualquiera de estos enfoques similares se puede usar con la
presente invencion.

En algunas situaciones, puede ser deseable extender el periodo de tiempo para el tratamiento de manera

significativa, en donde lapsos de varios dias (2, 3, 4, 5, 6 6 7) , varias semanas (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8) , o aun varios
meses (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8) entre las administraciones respectivas. Esto seria ventajoso en circunstancias en
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donde un tratamiento se destind para destruir sustancialmente el tumor, tal como el tratamiento de anticuerpo anti-
aminofosfolipido, y otro tratamiento se destind a evitar la micrometastasis o recrecimiento de tumor, tal como la
administracion de agente anti-angiogénico. El anticuerpo EN 7/44 de Hagemeier y otros (1986) no se cree que sea
un agente anti-angiogénico efectivo, careciendo de enlace con un antigeno accesible de superficie, entre otras
deficiencias.

También se considera que mas de una administracion del anticuerpo anti-aminofosfolipido o del agente anticancer
se utilizara. Los anticuerpos anti-aminofosfolipidos y agentes anticancer se pueden administrar intercambiablemente,
o en dias o semanas alternados; o una secuencia de tratamiento de anticuerpo anti-aminofosfolipido se puede dar,
seguida por una secuencia de terapia de agentes anticancer. En cualquier caso, para lograr la regresion del tumor
usando una terapia combinada, todo lo que se requiere es administrar ambos agentes en una cantidad combinada
efectiva para ejercer un efecto anti-tumor, independientemente de los tiempos para la administracion.

En términos de cirugia, cualquier intervencidon quirirgica se puede practicar en combinaciéon con la presente
invencion. En relacién con radioterapia, cualquier mecanismo para inducir daiio de ADN localmente dentro de las
células del tumor esta contemplado, tal como irradiacion vy, rayos X, irradiacién ultravioleta, microondas y hasta
emisiones electrénicas y similares. La administracion dirigida de radioisotopos a las células del tumor también se
contempla, y esto se puede usar en relacion con un anticuerpo objetivo u otros elementos objetivos.

La terapia de citocinas ha demostrado también ser un asociado efectivo para los regimenes de terapias combinadas.
Se pueden emplear varias citocinas en estos enfoques combinados. Ejemplos de citocinas incluyen IL-1a IL-18, IL-2,
IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, TGF-B, GM-CSF, M-CSF, G-CSF, TNFa, TNFf, LAF,
TCGF, BCGF, TRF, BAF, BDG, MP, LIF, OSM, TMF, PDGF, IFN-a, IFN-B, IFN-y. Las citocinas se administran de
conformidad con regimenes estandares, consistentes con indicaciones clinicas, tales como la condicion del paciente
y la toxicidad relativa de la citocina. También se usan uteroglobinas para evitar o inhibir la metastasis (Patente de los
Estados Unidos de Norteamérica Numero 5.696.092) .

J1. Quimioterapéuticos

En ciertas realizaciones, los anticuerpos anti-aminofosfolipidos de la presente invencién se pueden administrar en
combinacién con un agente quimioterapéutico. Los farmacos quimioterapéuticos pueden matar células de tumor
proliferantes, aumentando las areas necréticas creadas por el tratamiento global. Los farmacos pueden de esta
manera aumentar la accién trombética de los anticuerpos anti-aminofosfolipidos.

Induciendo la formacién de trombos en los vasos del tumor, los anticuerpos anti-aminofosfolipidos pueden aumentar
la accion de los quimioterapéuticos reteniendo o atrapando los farmacos dentro del tumor. Los quimioterapéuticos se
retienen en si dentro del tumor, al mismo tiempo que el resto del farmaco se elimina del cuerpo. Las células del
tumor se exponen por lo tanto a una concentracion mas alta de farmaco durante un periodo de tiempo mas largo.
Este atrapamiento de farmaco dentro del tumor hace posible reducir la dosis del farmaco, haciendo el tratamiento
mas seguro, asi como mas efectivo.

Independientemente de los mecanismos subyacentes, se puede usar una variedad de agentes quimioterapéuticos
en los métodos de tratamiento combinados descritos en la presente descripcion. Los agentes quimioterapéuticos
contemplados a titulo de ejemplo incluyen, por ejemplo, tamoxifén, taxol, vincristina, vinblastina, etoposida (VP-16) ,
adriamicina, 5-fluorouracilo (5FU) , camptotecina, actinomicin-D, mitomicin C, cisplatin (CDDP) , combretastatinas y
derivados y profarmacos de los mismos.

Como se entendera por los expertos en la técnica, las dosis adecuadas de agentes quimioterapéuticos
generalmente estaran alrededor de las ya empleadas en terapias clinicas, en donde se administran los agentes
quimioterapéuticos solos o en combinacion con otros agentes quimioterapéuticos. A manera de ejemplo solamente,
agentes tales como cisplatina, y otros alquilantes de ADN se pueden usar. La cisplatina se ha usado ampliamente
para tratar el cancer, con dosis eficaces usadas en aplicaciones clinicas de 20 mlllgramos/m durante 5 dias cada
tres semanas durante un total de tres cursos. La cisplatina no se absorbe oralmente, y por lo tanto se debe
administrar a través de inyeccion intravenosamente, subcutaneamente, intratumoralmente o intraperitonealmente.

Otros agentes utiles incluyen compuestos que interfieren con la réplica de ADN, mitosis, segregacion cromosomal
y/o actividad tubulina. Estos compuestos quimioterapéuticos incluyen adriamicina, también conocida como
doxorrubicina, etoposida, verapamil, podofilotoxina, combretastanina y similares. De uso muy amplio en el ambito
clinico para el tratamiento de neoplasmas, estos compuestos se administran a través de inyecciones de bolo
intravenosamente a dosis que varian desde 25-75 mlllgramos/m a intervalos de 21 dias para la adriamicina, hasta
35-50 m|||gramos/m por via intravenosa para etoposida o el doble de la dosis intravenosa oralmente.

Los agentes que interrumpen la sintesis y la fidelidad de precursores de polinucledtidos también se pueden usar.
Particularmente utiles son agentes que han sufrido pruebas extensas y estan faciimente disponibles. Como tales, los
agentes como el 5-fluorouracilo (5-FU) se usan preferentemente por tejido neoplasico, haciendo este agente
particularmente util para atacar a células neoplasticas. Aunque algo toxico, el 5-FU, es aplicable en una amplia gama
de vehiculos, incluyendo topicos, sin embargo, la administracion intravenosa con dosis que varian de 3 a 15
miligramos/kg/dia se usan comunmente.
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Los agentes quimioterapéuticos que, a titulo de ejemplo, son utiles en relacién con la terapia combinada se detallan
en la Tabla B. Cada uno de los agentes detallado en la presente tabla lo son a titulo de ejemplo y de ninguna
manera son limitantes. El técnico experto se dirige a Remington's Pharmaceutical Sciences 152 Edicion, capitulo 33,
en particular las paginas 624-652. Cualquier variacion en la dosis necesariamente se presentara dependiendo de la
condicion del sujeto que se esta tratando. El médico responsable para la administracion sera capaz de determinar la
dosis adecuada para el sujeto individual.
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TABLA B Agentes quimioterapéuticos utiles en enfermedad neoplastica

CLASE TIEO DE NOMBRES WO ENFERMEDAL
AGENTE COMERCIALES
[OTROS HNOMERES)
Mecloretamina Enfermedad de Hodgkin,
{HNy) linfomas no de Hodgkin
Leucemias lLinfocirvicas
agudas y crbénicas,
enfermedad de Hodgkin,
linfomas no de Hodgkin,
Mostazas Ciclofosfamida mieloma miltiple,
de Ifosfamide neurcblastoma, pecho,
Nitrégeno ovario, puilmdn, tumor
de Wilms, cérvizx,
testiculos, sarcomas de
tejiido suave
Melphalan (1- Mieloma miltiple,
sarcolisinal pecho, avario
Leucemia linfecitica
cronica, macroglobuli-
Clorambucil nemia primaria,
enfermedad de Hodgkin,
linfomas no de Hodgkin
Etilenime- Hexametilmel a- Ovario
nos y mina
metilmela-
minas Thictepa Vejiga, pecho, ovario
Agenteas
Alguilantes Algquilsul- | Busul fan Leucemia granulocitica
fonatos crénica
Carmustina Enfermedad de Hodgkin,
{BCNU} linfomas no de Hodgkin,
tumores de cersebro pri-
marios, mieloma milti-
ple, melanoma maligno
Lomustina Enfermedad de Hodgkin,
Nitreson- {CCN) linfomas no de Hodgkin,
reas tumecres de cerebro
primario, pulmdn de
célula peguefia
semusktina Tumores de cerebro pri-
(metil-CCNU) mario, estdmago, colon
Streptomocinag Isulinoma pancreabica
istreptozoto- maligna, carcinoide
zinal maliguo
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Agentes Dacarbazina Melanoma maligno,
Alguilantes, | Triazinas {DTIC; dimethyl- | enfermedad de Hodgkin,
continyacion triazenoimida- sarcomas de tejide
zolecarboxamide) | blando
Leucemia linfocitica
Andlogos aguda, corioccarcinoma,
de Acido Metotrexats micosis fungoides,
Falico (ametopterina) sarcoma de pecho, cabeza
v cuello, pulmdn,
osteocgénico
Fluoracil (5~ Pecho, colon, estdémago,
fluorouracil: pancreas, ovario,
5-FU) cabeza y cuello, vejiga
Analogos Floxuridina urinaria, lesiones de
de i fluorocdeoxyu- piel premalignas
Pirimidina | ridina; FUdR} {topicas)
iqtlmetabu— Cytarabina Levcemias granulociticas
1tos . . . s
{citosina ¥ linfociticas agudas
arabinosidal
Mercaptopurina Leucemias linfociticas
(6-mercapto- agudas, granulociticas
purina; 6-MP) agudas y granulociticas
Andlogos cronicas
de purina
- Tioguaninal(b- Leucemias granulocitica
inhibidg- tiocguanina; TG) aguda, linfocitica
res aguda y granulecitica
relaciona- crémnica
dos . . T
Pentostatina {2-| Leucemia de células
desoxicoformi- vellosas, micaosis
cinal fungoide, leucemia
linfocitica crénica
Vinblastina Enfermedad de Hodgkin,
(VLB linfomas no de Hodgkin,
de pecho, de testiculos
Productos Alcaloides Leucemia linfocitica
Naturales vinca aguda, neuroblastoma,
tumor de Wilms, rabdo-
Vincristina miosarcoma, enfermedad
de Hodgkin, linfomas no

de Hodgkin, de pulmon de
c&lulas pegueias
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Epipodafi-
lotoxinas

Etoposida
Tertiposida

Enfermedades de
testiculos, de pulmén de
c&lulas pequefiasy otros
de pulmon, pecho,
enfermedad de Heodgkin,
linfomas no de Hodgkin,
leucemia granulocitica
aguda, sarcoma de Haposi

Antibidti-
cos

Dactinomicina
{actinomicina D)

Coriocarcinoma, tumor de
Wilms, rabdomicsarcoma,
sarcoma de testiculos,
sarcoma de Kaposi

Daunorubicina
{(davnomicina;
rubidemicina)

Leucemias granulocitica
aguda vy linfocitica
aguda

Doxorubicina

Sarcomas de tejidos
blandos, osteocgénicos y
ctros sarcomas;
enfermedad de Hodgkin,
linfomas no de Hedgkin,
leucemias agudas,
enfermedades del pecho,
aparato genitourinario,
tiroides, pulmdn,
estomago, neurcblastoma

Bleomicina

Testiculos, cabeza vy
cuello, piel, esofago,
pulmén y vias
genitourinarias;
enfermedad de Hodgkin,
linfomas no de Hodgkin

Blicamicina
fmitramicinal

Testiculos,
hipercalcemia maligna

Mitomicina
{mitomicina C)

Estémago, cé8rvix,
calon, pecha, pancreas,
vejiga, cabeza y cuello

Enzimas

L-Asparaginasa

Leucemia linfocitica
aguda

Modifica-
dores de
Fespuessta
Binlégica

Interfercon alfa

Leucemia de células
vellosas, sarcoma de
Kaposi, melanoma,
carcinoide, de células
renales, de ovarios, de
veliga, linfomas no de
Hodgkin, micosis
fungoides, mieloma
miltiple, leucemia
granuleclitica croenica
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Testiculos, ovario,
Complejos Cisplatine (cis-| veliga, cabeza vy
de cocrdi- | DDE) cuello, pulmén, tiroi-
nacion de Carboplatino des, cé&rvix, endoms-
platino trio, neuroblastoma,
sarcoma osteocgénico
Antracene- | Mitoxantrona Leucemia granulocitica
diona aguda, pecho
Leucemia granulocitica
Agentes Urea. _ _ cronica, poligitemia
) sustituida | Hydroxiurea vera, trombocitosis
varios esencial, melanoma
maligno
Derivado Procarbazina
de Mekil- (M-metilhi- Enfermedad de Hodgkin
hidrazina drazina, MIH)
Mitotano {o,.p’- | Corteza adrenal
Supresor DDD)
adrenocor-
tiral Aminoglutethi- Pechao
mida
Prednisona Leucemias linfociticas
Adrenocor- idiversas aguda ¥y cranica,
ticoeste- preparacicnes linfomas no de Hodgkin,
roides equivalentes enfermedad de Hedgkin,
disponibles] pecho
Hidroxyproges-
tercha caprocato
Progesti- Medroxyproges- Endometric, pecho
Hormonas y nas terona acetato
Antagonis- Megestrol
tas acetatao
Dietilestil-
bastrol
Estrégencs | Etinil astra- Pecho, prostata
dicl {otras
preparaciongs
disponibles)
Antiestré- | Tamoxifeno Pecho
gEeno
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' Testosterona
propionato
ndrégenos | Fluoximesterona | Pecho
(otras
Hormonas y preparaciones j
Antagonis- disponiblas) 5
tas, i B . - "‘j“ff-_ [
continuacisn Antiandr&- | Flutamida Prastata
geno |
Anidlogo de
hormona
liberadora | Leuprclida Prastata
de gonado-
trapina

J2. Anti-angiogénicos

El término angiogénesis se refiere a la generacion de nuevos vasos sanguineos, generalmente en un tejido u
o6rgano. En condiciones fisioldgicas normales, los humanos y los animales sufren angiogénesis solamente en
situaciones restringidas muy especificas. Por ejemplo, la angiogénesis normalmente se observa en la cicatrizacion
de heridas, el desarrollo fetal y embriénico y en la formacién del corpus luteum, endometrio y placenta. La
angiogénesis no controlada (persistente y/o no regulada) se relaciona con varios estados de enfermedad, y se
presenta durante el crecimiento y metastasis de tumores.

Tanto la angiogénesis controlada como la no controlada se piensa que proceden de manera similar. Las células y
pericitos endoteliales, rodeados por una membrana de base, forman los vasos sanguineos capilares. La
angiogénesis comienza con la erosién de la membrana de base por las enzimas liberadas por las células
endoteliales y los leucocitos. Las células endoteliales, que linean el lumen de vasos sanguineos, sobresalen a través
de la membrana de base. Los estimulantes angiogénicos inducen que las células endoteliales migren a través de la
membrana de base erosionada. Las células migrantes forman un pico fuera del vaso sanguineo padre, en donde las
células endoteliales sufren mitosis y proliferan. Los picos endoteliales surgen uno con otro para formar ciclos
capilares, creando el nuevo vaso sanguineo.

Conforme se presenta angiogénesis persistente, no regulada, durante el desarrollo del tumor y la metastasis, los
métodos del tratamiento de esta invencién se pueden usar en combinacién con cualquiera o mas terapias anti-
angiogénicas. Los agentes anti-angiogénicos que, a titulo de ejemplo, son dutiles en relacion con la terapia
combinada se detallan en la Tabla C. Cada uno de los agentes detallados en la misma se ha indicado a titulo de
ejemplo y sin caracter limitativo.
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TABLA C Inhibidores y reguladores negativos de angiogénesis

AGENTES REFERENCIAS
Angioatatina O'Reilly vy otros, 1994
Endeostatina O0'Reilly y otros, 1997
Fragmento de prolactina 16kDa Ferrara y eotros, 1%9%1; Clapp v

otros, 1%%3; D'Angelo y otros,
1995; Lee y otros, 1998

Péptidos de laminina KEleinman y otres, 1%93;
Yamamura ¥ otros, 1993; Iwamoto
v otros, 15%6; Tryggvason, 1993

Féptidos de fibromnectina Grant y otros, 1958; Sheu y
abtroa, 1997

Inhikbidores de metaloproteinasa Sang, 19%4
de tejido (TIMP 1, 2, 3, 4)

Inhibidores de activadores de Soff vy otros, 15985
plasmindégenc (PAI-1, -2}

Factor de necrosis de tumor o Frater-Schroder y otroa, 1987
(dosis alta, in vitro)

TGF-31 RayChadhury vy D'Amore, 1991;
Tada v otros, 1994.

Interferona (IFN-o, =0, v} Moore y otros, 1998; Lingen vy
otros, 1998

ELR-CXC guimiocinas; IL-12; Moore y otros, 1998; Hiscox v
EDF-1; MIG; Factor de plagusta Jiang, 1997; Coughlin vy otros,
4 (PF-4);: IP-10 1998; Tanaka y otros, 19897.
Trombespondina (TSP} Good y otroes, 1990; Frazier,

1991; Bornstein, 18%%2; Tolsma y
atros, 19%9%93; Sheibani vy
Frazier, 1995; Vvolpert y otros,

1358,

SPARC Hasselaar vy Sage, 15%92Z; Lane v
otros, 15982; Jendraschak y
Sage, 1996
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2-Metoxiestradiol Fotasis v otroa, 1554

Proteina relacionada con Jackson y otros, 1994
proliferina

Buramina Gagliardi y otros, 1952; Takano

Yy oktroa, 19%34; Waltenberger vy
otros, 199%6; Gagliardi v otros,
1998, Manetti v otros, 1998,

Talidomida D*Amato ¥ otros, 1%94; Kenyon y
otros, 1997;:; Wells, 1998,

Cortisona Thorpe y otros, 1%93; Folkman y
otros, 1983; Sakamoto v otros,
1986.

Linomida Vukanovic y otrea, 1993; Ziche
vy otres, 19%8; Nagler y otros,
1598

Fumagilina (AGM-1470, TNP-470) Sipos y otros, 199%4; Yoshida y

otros, 1558

Tamoxifen Gagliardi y Cellins, 1993;
Linder ¥y Borden, 19%37; Haran v
otros, 1994,

Extracto de muérdago coreanc Yoon y otros, 1995
(Vigscum aglbum coloratum)

Retinocides Oikawa y otros, 15%89; Lingen vy
otros, 19%6; Majewski v otros,
199%%

CM101 Hellergwist v otros, 19593;

Quinn ¥y otreos, 1995; Wamil y
otros, 19%57; DeVore y otros,
1937

Dexametasona Hori v ctros, 1996; Wolff vy
otros, 15957

Factor inhibitorio de leucemia Fepper y otros, 1985
(LIF)

Un componente preferente para su uso para inhibir la angiogénesis es una proteina llamada angiostatina. Este
componente se describe en las Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica 5.776.704; 5.639.725 y 5.733.876.
La angiostatina es una proteina que tiene un peso molecular de entre aproximadamente 38 kD y aproximadamente
45 kD, determinado por reduccion de la electroforesis en gel de poliacrilamida, que contiene aproximadamente
regiones 1 a 4 de Kringle de una molécula de plasminégeno. La angiostatina generalmente tiene una secuencia de
aminoacido sustancialmente similar a la de un fragmento de plasminégeno murino que comienza en el aminoacido
numero 98 de una molécula de plasminégeno murino intacto.
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La secuencia de aminoacidos de la angiostatina varia ligeramente entre las especies. Por ejemplo, en la angiostatina
humana, la secuencia de aminoacidos es sustancialmente similar a la secuencia del fragmento de plasminégeno
murino descrito anteriormente, aunque una secuencia de angiosgatina humana activa puede comenzar en cualquier
aminoacido numero 97 6 99 de una secuencia de aminoacidos de plasmindgeno humano intacta. Ademas, el
plasminégeno humano se puede usar, ya que tiene actividad anti-angiogénica similar, como se muestra en un
modelo de tumor de ratén.

Ciertas terapias anti-angiogénicas se ha mostrado ya que causan regresiones de tumor, y la angiostatina es uno de
estos agentes. La endostatina, un fragmento terminal COOH de 20 kDa de colageno XVIII, el polisacarido bacteriano
CM101, y el anticuerpo LM609 también tienen actividad angiostatica. Sin embargo, a la luz de otras propiedades, se
conocen como terapias antivasculares o toxinas de vasos de tumor, ya que no sélo inhiben la angiogénesis, sino
también inician la destruccion de los vasos del tumor a través de mecanismos en su mayor parte no definidos. Su
combinacién con la presente invencion se considera claramente.

La angiostatina y la endostatina se han vuelto el foco de estudios intensos, ya que son los primeros inhibidores de la
angiogénesis que han demostrado la capacidad de no sélo inhibir el crecimiento del tumor, sino también causar
regresiones de tumor en ratones. Hay mudltiples proteasas que han mostrado producir angiostatina a partir del
plasminégeno que incluye elastasa, el macréfago metaloelastasa (MME) , matrilisina (MMP-7) , y gelatinasa
B/colagenasa tipo IV (MMP-9) de 92 kDa.

La MME puede producir angiostatina a partir de plasminégeno en tumores y el factor estimulante de colonia de
macrofagos de granulocitos (GMCSF) regula hacia arriba la expresion del MME mediante macréfagos que inducen
la produccion de angiostatina. El papel de la MME en la generacion de angiostatina es soportado por el
descubrimiento de que la MME esta de hecho expresada en muestras clinicas de carcinomas hepatocelulares de
pacientes. Otra proteasa que se piensa que es capaz de producir angiostatina es la estromelisina-1 (MMP-3) . La
MMP-3 ha demostrado producir fragmentos parecidos a angiostatina a partir de plasminégeno in vitro.

El mecanismo de la accién de la angiostatina actualmente no es claro, se hace la hipétesis de que se enlaza con un
receptor superficial de la célula no identificado sobre células endoteliales que inducen que la célula endotelial sufra
muerte celular programada, o detencidon mitética. La endostatina parece ser un agente aun mas poderoso anti-
angiogénesis y agente anti-tumor, aunque su biologia es mucho menos clara. La endostatina es efectiva causando
regresiones en varios modelos de tumores en ratones. Los tumores no desarrollan resistencia a la endostatina v,
después de muiltiples ciclos de tratamiento, los tumores entran en un estado latente, durante el cual no aumentan el
volumen. En este estado latente, el porcentaje de células de tumor que sufren apoptosis aumentd, produciendo una
poblacién que esencialmente permanece del mismo tamafio. La endostatina se piensa también que se enlaza con
un receptor superficial de células endoteliales no identificado que media su efecto.

La CM101 es un polisacarido bacteriano que se ha caracterizado bien por su capacidad para inducir inflamacion
neovascular en tumores. El CM101 se enlaza con y reticula receptores expresados en endotelio desdiferenciado que
estimula la activacion del sistema de complemento. También inicia una respuesta inflamatoria conducida por citocina
que selectivamente ataca al tumor. Es un agente antipatoangiogénico exclusivo que regula hacia abajo la expresion
del VEGF y sus receptores. EI CM101 actualmente en ensayos clinicos estd como un farmaco anticancer, y se
puede usar en combinacién con la presente invencion.

La tromboespondina (TSP-1) y el factor de plaqueta 4 (PF4) también se pueden usar en combinaciéon con la
presente invencion. Ambos son inhibidores de angiogénesis que se asocian con heparina y se encuentran en a-
granulos de plaquetas. La TSP-1 es una glicoproteina de dominios mdultiples grande de 450 kDa que es
constituyente de la matriz extracelular. La TSP-1 se enlaza con muchas de las moléculas de proteoglicanos
encontrados en la matriz extracelular que incluyen, HSPGs, fibronectina, laminina, y diferentes tipos de colageno. La
TSP-1 inhibe la migraciéon de las células endoteliales y la proliferaciéon in vitro y angiogénesis in vivo. La TSP-1
también suprime el fenotipo maligno y la tumorigénesis de células endoteliales transformadas. El gen supresor de
tumor p53 se ha demostrado que regula directamente la expresion de la TSP-1, de manera que la pérdida de la
actividad de p53 causa una reduccion dramatica en la produccion de la TSP-1 y un aumento concomitante en la
angiogénesis iniciada por tumor.

La PF4 es una proteina 70aa que es miembro de la familia CXC ELR de quimiocinas que es capaz de inhibir
potentemente la proliferacion de células endoteliales in vitro, y la angiogénesis in vivo. La PF4 administrada
intratumoralmente o administrada mediante vector adenoviral es capaz de causar una inhibicién del crecimiento del
tumor.

Los interferones y los inhibidores de metaloproteinasas son dos clases de inhibidores angiogénicos que se
presentan naturalmente que se pueden combinar con la presente invencion. La actividad anti-endotelial de las
interferonas se ha conocido ya desde principios de la década de los 80, sin embargo, el mecanismo de inhibicién
todavia no es claro. Se sabe que puede inhibir la migracion de las células endoteliales y que tiene alguna actividad
anti-angiogénica in vivo que posiblemente es mediada por una capacidad para inhibir la produccién de promotores
angiogénicos por las células del tumor. Los tumores vasculares en particular son sensibles a la interferona, por
ejemplo, los hemangiomas proliferantes se pueden tratar con éxito con IFNa.
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Los inhibidores de tejido de las metaloproteinasas (TIMPs) son una familia de inhibidores que se presentan
naturalmente de metaloproteasas de matriz (MMPs) que también pueden inhibir la angiogénesis y se pueden usar
en protocolos de tratamiento combinados con la presente invencion. Las MMPs representan un papel clave en el
proceso angiogénico, ya que degradan la matriz a través de la cual las células endoteliales y los fibroblastos migran
cuando se extienden o remodelan la red vascular. De hecho, un miembro de las MMPs, MMP-2, se ha demostrado
que se asocia con el endotelio activado a través de la integrina avB3, presumiblemente con este fin. Si esta
interaccion se interrumpe por un fragmento de MMP-2, entonces la angiogénesis se regula hacia abajo y se inhibe el
crecimiento de los tumores.

Hay varios agentes farmacolégicos que inhiben la angiogénesis, uno o mas de los cuales se pueden usar en
combinacién con la presente invencién. Estos incluyen AGM-1470/TNP-470, talidomida, y carboxiamidotriazol (CAl) .
La fumagilina se ha encontrado que es un potente inhibidor de la angiogénesis en 1990, y desde entonces se han
desarrollado los analogos sintéticos de la fumagilina, AGM-1470 y TNP-470. Estos farmacos inhiben la proliferacion
de células endoteliales in vitro y la angiogénesis in vivo. La TNP-470 se ha estudiado extensamente en ensayos
clinicos humanos con datos que sugieren que la administracion a largo plazo es 6ptima.

La talidomida originalmente se usé como un sedante, pero se encontré6 que es un potente teratégeno y se
descontinué. En 1994 se encontré que la talidomida es un inhibidor de la angiogénesis. La talidomida actualmente
esta en ensayos clinicos como un agente anticancer, asi como un tratamiento de enfermedades vasculares del ojo.

El CAl es un inhibidor sintético de bajo peso molecular de la angiogénesis que actua como un bloqueador de canal
de calcio que evita la reorganizacion de la actina, la migracion de las células endoteliales y la dispersién sobre
colageno IV. ElI CAl inhibe la neovascularizacion en concentraciones alcanzables fisiologicas y es muy tolerado
oralmente por los pacientes de cancer. Los ensayos clinicos con CAl han producido estabilizacion de enfermedad en
el 49 por ciento de los pacientes de cancer que tienen enfermedad progresiva antes del tratamiento.

La cortisona en presencia de la heparina o fragmentos de heparina ha demostrado inhibir el crecimiento de tumores
en ratones, blogueando la proliferacion de células endoteliales. El mecanismo involucrado en el efecto inhibitorio
aditivo del esteroide y la heparina no es claro, aunque se piensa que la heparina puede incrementar la asimilacion
del esteroide por las células endoteliales. La mezcla ha demostrado aumentar la disoluciéon de la membrana de base
que esta por debajo de los capilares recientemente formados, y esto también es una posible explicacion del efecto
angiostatico aditivo. Los conjugados de heparina-cortisol también tienen efectos potentes angiostatico y anti-tumor
de actividad in vivo.

Otros inhibidores de angiogénesis especificos incluyentes pero no limitativos, son Factor Anti-invasivo, acidos
retinoicos y paclitaxel (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Numero 5.716.981) ; AGM-1470 (Ingber y
otros, 1990) ; extracto de cartilago de tiburon (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Nimero 5.618.925) ;
poliamida anidnica u oligémeros de poliurea (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Numero 5.593.664) ;
derivados de oxindol (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Numero 5.576.330) ; derivados de estradiol
(Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Numero 5.504.074) ; y derivados de tiazolpirimidina (Patente de los
Estados Unidos de Norteamérica Nimero 5.599.813) también se contemplan para su uso como composiciones anti-
angiogénicas para los usos combinados de la presente invencion.

Las composiciones que comprenden un antagonista de o33 integrina también se pueden usar para inhibir la
angiogénesis en combinacion con la presente invencion. Como se describe en la Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica Numero 5.766.591, los polipéptidos que contienen RGD y sales de los mismos, que incluyen
polipéptidos ciclicos, son ejemplos adecuados de antagonistas de integrina a.f3s.

El anticuerpo LM609 contra la integrina a,3 también induce regresiones de tumores. Los antagonistas de integrina
a,B3, tales como LM609, inducen la apoptosis de las células endoteliales angiogénicas dejando los vasos
sanguineos quiescentes no afectados. La LM609 u otros antagonistas de a,3 también pueden trabajar inhibiendo la
interaccion de a3 y MMP-2, una enzima proteolitica que se piensa que representa un papel importante en la
migracion de células endoteliales y fibroblastos.

La apoptosis del endotelio angiogénico en este caso puede tener un efecto de cascada sobre el resto de la red
vascular. Al inhibir la red vascular del tumor de responder completamente a la sefial del tumor para extenderse se
puede, de hecho, iniciar el colapso parcial o completo de la red, dando como resultado la muerte celular del tumor y
pérdida del volumen del tumor. Es posible que la endostatina y la angiostatina funcionen de una manera similar. El
hecho de que la LM609 no afecta a los vasos quiescentes, pero es capaz de causar regresiones de tumor, sugiere
en gran medida que no todos los vasos sanguineos en el tumor necesitan ser usados como blanco para el
tratamiento, con el fin de obtener un efecto antitumor.

Las angiopoyetinas dirigidas y no dirigidas, tales como la angiopoyetina-2, también se pueden usar en combinacion
con la presente invencion (ver explicacion a continuacion sobre angiopoyetinas direccionadas) . La angiopoyetina-2
(SEQ ID NO:3 y SEQ ID NO:4) es un ligando para Tie2 y de manera general contrarresta la maduracion/estabilidad
de vasos sanguineos mediada por angiopoyetina-1. Por lo tanto, es un antagonista de la angiopoyetina-1 y actua
alterando la estructura capilar. En ausencia de otras sefiales angiogénicas (tal como VEGF) , la angiopoyetina-2
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provoca que los vasos se desestabilicen y resulten inmaduros (Holash y otros, 1999) . La disposicion de la
angiopoyetina-2 dirigida o no dirigida en relacion con los métodos de la presente invencion se prevé por lo tanto
particularmente en tumores con niveles bajos de VEGF y/o con una combinacion de inhibicién de VEGF. La
manipulacion de la angiopoyetina-1 y dos nuevas angiopoyetinas, angiopoyetina-3 (raton) y angiopoyetina-4
(humana) , se podrian utilizar también conjuntamente con esta invencion.

Otros métodos de intervencion terapéutica basada en las sefales de alteracion a través del receptor Tie2 también se
pueden usar en combinacién con la presente invencion, tal como usando un receptor soluble Tie2 capaz de bloquear
la activacion de Tie2 (Lin y otros, 1998) . La administracion de esta formacion usando terapia de genes adenovirales
recombinantes se puede mostrar que es efectiva para tratar cancer y reducir metastasis (Lin y otros, 1998) .

J3. Agentes que inducen la apoptosis

El tratamiento de agente objetivo-agente terapéutico también se puede combinar con métodos de tratamiento que
inducen la apoptosis en las células dentro del tumor, incluyendo las células del tumor y las células endoteliales
vasculares del tumor. Aunque muchos agentes anticancer pueden tener, como parte de su mecanismo de accioén, un
efecto que induce la apoptosis, ciertos agentes se han descubierto, disefiado o seleccionado con esta caracteristica
como un mecanismo primario, como se describe mas adelante.

Varios oncégenos se han descrito que inhiben la apoptosis, o la muerte celular programada. Los oncdgenos a titulo
de ejemplo en esta categoria incluyen, pero sin limitacion, bcr-abl, bcl-2 (distinto de bcl-1, ciclin D1; nimero de
acceso del GenBank M14745, X06487; Patente de los Estados Unidos de Norteamérica 5.650.491 y 5.539.094) , y
miembros de la familia que incluyen Bcl-xl, Mcl-1, Bak, A1, A20. La sobreexpresion de bcl-2 se descubrié primero en
linfomas de células T. El bcl-2 funciona como un oncégeno enlazando e inactivando Bax, una proteina en la
trayectoria apoptética. La inhibicion de la funcion de bcl-2 previene la inactivacion de Bax, y permite que continte la
trayectoria apoptotica. Por lo tanto, la inhibicién en esta clase de oncogenos, por ejemplo, usando secuencias de
nucledtido antisentido, se contempla para su uso en la presente invencién en aspectos en donde el aumento de la
apoptosis se desea (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Numeros 5.650.491; 5.539.094 y 5.583.034) .

Muchas formas de cancer tienen informes de mutacion en los genes supresores de tumores, tales como p53. La
inactivacion de p53 da como resultado un fallo para promover la apoptosis. Con esta falla, las células del cancer
progresan en la tumorigénesis, en vez de volverse destinadas para la muerte celular. Por lo tanto, la disposicion de
los supresores del tumor también se contempla para su uso en la presente invencién para estimular la muerte
celular. Los supresores de tumor, a titulo de ejemplo, incluyen, pero sin limitacion, p53, el gen del Retinoblastoma
(Rb) , tumor de Wilm (WT1) , bax alfa, enzima que convierte interleucina 1b y familia, el gen MEN-1,
neurofibromatosis, tipo 1 (NF1) , inhibidor cdk p16, gen de cancer colorrectal (DCC) , gen de poliposis adenomatosis
familial (FAP) , gen supresor de tumor mdltiple (MTS-1) , BRCA1 y BRCA2.

Se prefieren para su uso el p53 (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica NUumeros 5.747.469; 5.677.178 y
5.756.455) , Retinoblastoma, BRCA1 (Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Numeros 5.750.400;
5.654.155; 5.710.001; 5.756.294; 5.709.999; 5.693.473; 5.753.441; 5.622.829 y 5.747.282) , MEN-1 (nUmero de
acceso GenBank U93236) y genes de adenovirus E1A (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica 5.776.743) .

Otras composiciones que se pueden usar incluyen genes que codifican el factor de necrosis de tumor relacionado
con apoptosis que induce ligandos denominados TRAIL, y el polipéptido TRAIL (Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica Numero 5.763.223) ; la proteasa asociada con apoptosis de 24 kD de la Patente de los Estados
Unidos de Norteamérica 5.605.826; el factor asociado Fas 1, FAF1 (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica
5.750.653) . También se contempla para su uso en estos aspectos de la presente invencion la disposicion de la
enzima que se convierte en interleucina-13 y los miembros de la familia, los cuales se da a conocer también que
estimulan la apoptosis.

Los compuestos tales como derivados de carbostirilo (Patente de los Estados Unidos Numero 5.672.603; y
5.464.833) ; los péptidos apogénicos ramificados (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica 5.591.717) ;
inhibidores de fosfotirosina y analogos de fosfotirosina no hidrolizables (Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica Numero 5.565.491; y 5.693.627) ; agonistas de receptores de retinoide RXR (Patente de los Estados
Unidos de Norteamérica Numero 5.399.586) ; y hasta antioxidantes (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica
Numero 5.571.523) también se pueden usar. Los inhibidores de tirosinaquinasa, tales como genisteina, también se
pueden enlazar a ligandos que se dirigen a un receptor superficial de la célula (Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica Numero 5.587.459) .

J4. Inmunotoxinas y coaguligandos

Los métodos de tratamiento de anticuerpo anti-aminofosfolipido desnudo de la presente invencion se pueden usar
en combinacién con otras inmunotoxinas y/o coaguligandos, en donde la porcion objetivo de la misma, por ejemplo,
el anticuerpo o ligando, ataca a un marcador relativamente especifico de células del tumor, la vasculatura del tumor
o el estroma del tumor. En comun con los agentes quimioterapéutico y anti-angiogénicos comentados anteriormente,
el uso de un anticuerpo anti-aminofosfolipido en combinacion con una toxina direccionada o coagulante resultara de
modo general en que los agentes distintos sean dirigidos contra diferentes objetivos dentro del medio ambiente del
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tumor. Esto deberia resultar en resultados antitumorales aditivos, marcadamente superiores que aditivos o incluso
sinérgicos.

Hablando en general, los anticuerpos o ligandos para su uso en estos aspectos adicionales preferiblemente
reconoceran antigenos accesibles al tumor que preferentemente, o especificamente, se expresan en el sitio del
tumor. Los anticuerpos o ligandos también preferiblemente mostraran propiedades de alta afinidad; y los
anticuerpos, ligandos o conjugados de los mismos, no ejerceran efectos laterales in vivo significativos contra tejidos
normales que sostienen la vida, tales como uno o mas tejidos seleccionados del corazon, rifidén, cerebro, higado,
médula ésea, colon, pecho, préstata, tiroide, vesicula biliar, pulmén, adrenales, musculos, fibras nerviosas,
pancreas, piel, u otros 6rganos que sostienen la vida o tejido en el cuerpo humano. El término efectos laterales
significativos, como se usa en la presente descripcion, se refiere a un anticuerpo, ligando o conjugado de anticuerpo
que, cuando se administra in vivo, producira solamente efectos laterales despreciables o clinicamente manejables,
tales como los normalmente encontrados durante la quimioterapia.

Como minimo una regién de enlace de estos segundos agentes anticancer empleados en combinacion con los
anticuerpos anti-aminofosfolipidos de la invencién sera un componente que sea capaz de administrar una toxina o
factor de coagulacion a la region del tumor, es decir, capaz de localizarse dentro del sitio del tumor. Estos agentes
objetivo se pueden dirigir contra un componente de una célula de tumor, vasculatura de tumor o estroma de tumor.
Los agentes objetivo generalmente se enlazan a un componente localizado en superficie, accesible en superficie o
expresado en superficie de una célula de tumor, vasculatura de tumor o estroma de tumor. Sin embargo, en cuanto
comienza la destruccion de la vasculatura del tumor y la célula del tumor, los componentes internos se liberaran,
permitiendo el ataque adicional de virtualmente cualquier componente del tumor.

Muchos antigenos de células de tumor se han descrito, cualquiera de los cuales podria emplearse como objetivo en
relacion con los aspectos combinados de la presente invencion. Los antigenos de células de tumor adecuados para
dirigir el blanco de inmunotoxinas y coaguligandos adicionales incluyen aquellos reconocidos mediante los
anticuerpos B3 (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Numero 5.242.813; ATCC HB 10573) ; KSI/4
(Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Numero 4.975.369; obtenido de una célula que comprende los
vectores NRRL B-18356 y/o NRRL B-18357) ; 260F9 (ATCC HB 8488) ; y D612 (Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica Numero 5.183.756; ATCC HB 9796) . También se puede consultar el Catalogo de ATCC de cualquier
afio posterior para identificar otras lineas celulares adecuadas que producen anticuerpos de células anti-tumor.

Para atacar a la vasculatura del tumor, el anticuerpo objetivo o ligando frecuentemente enlazara a un marcador
expresado por, adsorbido por, inducido en, o de otro modo localizado en los vasos sanguineos intratumorales del
tumor vascularizado. Las moléculas objetivo expresadas adecuadas incluyen, por ejemplo, endoglina, E-selectina, P-
selectina, VCAM-1, ICAM-1, PSMA (Liu y otros, 1997) , un TIE, un ligando reactivo con LAM-1, un receptor
VEGF/VPF, un receptor FGF, integrina a,83, pleyotropina y endosialina. Los objetivos adsorbidos adecuados son
aquellos tales como VEGF, FGF, TGFB, HGF, PF4, PDGF, TIMP, un ligando que se enlaza con un TIE y las
isoformas de fibronectina asociadas con tumores. Los antigenos naturalmente y artificialmente inducibles por
citocinas y coagulantes también se pueden usar como blanco, tales como ELAM-1, VCAM-1, ICAM-1, un ligando
reactivo con LAM-1, endoglina, y hasta MHC Clase Il (inducible por citocina, por ejemplo, mediante IL-1, TNF-a, IFN-
Y, IL-4 y/o TNF-B) ; y E-selectina, P-selectina, PDGF e ICAM-1 (inducible por coagulante, por ejemplo, mediante
trombina, Factor IX/IXa, Factor X/Xa y/o plasmina) .

Las siguientes patentes se identifican con el fin de incluso suplementar adicionalmente los presentes conocimientos
con respecto a la preparacion y uso de las inmunotoxinas dirigidas contra marcadores expresados, adsorbidos,
inducidos o localizados de la vasculatura del tumor: Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Numeros
5.855.866; 5.776.427; 5.863.538; 5.660.827; 6.004.554; 5.965.132; 6.051.230; 6.004.555; 6.093.399; 5.877.289 y
6.036.955.

Los objetivos estromales de tumor adecuados incluyen componentes de la matriz o estroma extracelular del tumor, o
componentes que se enlazan en la misma; incluyendo los marcadores de membrana base, colageno tipo IV,
laminina, sulfato de heparan, proteoglicano, fibronectinas, plaquetas activadas, LIBS y tenascina. Un objetivo
preferente para estos usos es RIBS.

Las siguientes patentes y solicitudes de patente se identifican con el fin de incluso suplementar adicionalmente los
presentes conocimientos con respecto a la preparacion y uso de agentes objetivo del estroma del tumor: Patentes
de los Estados Unidos de Norteamérica Numero 5.877.289; 6.004.555; 6.036.955 y 6.093.399.

En ciertas aplicaciones, la segunda terapéutica anticancer consistira en anticuerpos o ligandos acoplados
operativamente a agentes citotoxicos o anticelulares que tienen la capacidad de exterminar o suprimir el crecimiento
de la divisidn celular de las células endoteliales. Se incluyen entre los agentes anticelulares adecuados los agentes
quimioterapéuticos y los radioisétopos, asi como las citotoxinas. Se incluyen entre los agentes quimioterapéuticos a
titulo de ejemplo: esteroides; citoquinas; antimetabolitos, tales como citosina arabinosida, fluorouracilo, metotrexato
o aminopterin; antraciclinas; mitomicina C; alcaloides vinca; antibidticos; demecolcina; etoposida; mitramicina; y
agentes antitumorales alquilantes, tales como clorambucil o melfalan.
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En la mayor parte de aplicaciones terapéuticas combinadas seran preferentes las fracciones de toxinas debido a la
capacidad mucho mayor de la mayor parte de toxinas en facilitar un efecto de exterminacion de las células en
comparacion con otros agentes potenciales. Por lo tanto, son agentes anticelulares preferentes para segunda
terapéutica las toxinas derivadas de plantas, hongos o bacterias. Se incluyen entre las toxinas a titulo de ejemplo las
epipodofilotoxinas; endoxina bacteriana o la fraccion de lipido A de la endotoxina bacteriana; proteinas de
inactivacion de ribosoma tales como saporina o gelonina; a-sarcina; aspergilina; restrictocina; ribonucleasas, tales
como ribonucleasa placental; toxina de la difteria y exotoxina pseudomonas.

Ciertas toxinas preferentes son la gelonina y las toxinas de cadena A, tales como la cadena de ricino A. La fraccion
de toxina mas preferente es frecuentemente la cadena de ricina A que ha sido tratada para modificar o eliminar
residuos de carbohidratos, que se designa cadena A deglicosilada (dgA) . La cadena A de ricina deglicosilada es
preferente a causa de su extrema potencia, mayor vida media y a causa de ser econémicamente factible su
fabricacion en calidad y escala clinica. También se puede utilizar la cadena de ricina A recombinante y/o truncada.

Otros agentes a utilizar con inmunoconjugados para el ataque de los vasos tumorales o estroma tumoral son las
angiopoyetinas. Las angiopoyetinas, igual que los miembros de la familia VEGF, son factores de crecimiento
ampliamente especificos para el endotelio vascular (Davis y Yancopoulos, 1999; Holash y otros, 1999) . Las
angiopoyetinas que se han descrito en primer lugar eran un agonista de tipo natural, angiopoyetina-1 (Ang-1; SEQ
ID NO:1 y SEQ ID NO:2) , y un antagonista natural, angiopoyetina-2 (Ang-2; SEQ ID NO:3 y SEQ ID NO:4) , de
manera que ambos actian por medio del receptor de quinasa tirosina de la célula endotelial, Tie2.

También se han identificado dos nuevas angiopoyetinas, angiopoyetina-3 (ratén) y angipoyetina-4 (humana)
(Valenzuela y otros, 1999) . La angiopoyetina-3 parece actuar como antagonista, mientras que la angiopoyetina-4
parece funcionar como agonista (Valenzuela y otros, 1999) . También se clon6 una proteina designada como
angiopoyetina-3 a partir del corazén humano y se indicoé que no tenia efectos mitogénicos en las células endoteliales
(Kim y otros, 1999) . También se han creado proteinas de fusion de angiopoyetina-1 y angiopoyetina-2 tal como se
puede indicar como ejemplo por la proteina de fusién estable Ang-1-Ang-2 incluida en esta descripciéon como SEQ
ID NO:5.

Si bien hay necesidad de VEGF para las etapas iniciales del desarrollo vascular, la angiopoyetina-1 se requiere de
manera general para las etapas posteriores del remodelado vascular. Por lo tanto, la angiopoyetina-1 es un factor de
maduracién o estabilizacion que convierte los vasos inmaduros en vasos maduros.

Se ha demostrado que la angiopoyetina-1 aumenta la revascularizacion en tejidos isquémicos (Shyu y otros, 1998)
incrementando la supervivencia de redes vasculares expuestas a VEGF o una forma de aFGF (Papapetropoulos y
otros, 1999) . Estos autores también han demostrado que la angiopoyetina-1 impide la muerte apoptética en HUVEC
iniciada por la retirada de la misma forma de aFGF (Papapetropoulos y otros, 1999) . Estos datos son coherentes
con la funcién directa de la angiopoyetina-1 en células endoteliales humanas y su interacciéon con otras moléculas
angiogénicas para estabilizar estructuras vasculares al promover la supervivencia de células endoteliales
diferenciadas.

La angiopoyetina-2 es un agente preferente para su utilizacién en terapia de combinacion dirigida a un objetivo,
particularmente en tumores con bajos niveles de VEGF y/o en combinacion con inhibicion de VEGF. La
angiopoyetina-2 es también un ligando para Tie2, pero en general contrarresta la maduracion/estabilidad de vasos
sanguineos mediada por angiopoyetina-1. Es, por lo tanto, un antagonista de angiopoyetina-1 y actda alterando la
estructura capilar. No obstante, dado que la angiopoyetina-2 hace las células del endotelio sensibles a estimulos
angiogénicos, puede iniciar neovascularizacién en combinacion con otras sefiales apropiadas, particularmente
VEGF (Asahara y otros, 1998; Holash y otros, 1999) .

En ausencia de otra sefial angiogénica, la angiopoyetina-2 provoca que los vasos se desestabilicen y resulten
inmaduros. En presencia de un estimulo, tal como VEGF, la angiopoyetina-2 favorece la angiogénesis. Ciertamente,
los efectos angiogénicos de una serie de reguladores se cree que se consiguen, por lo menos en parte, a través de
la regulacion de un bucle autocrino de actividad de angiopoyetina-2 en células endoteliales microvasculares
(Mandriota y Pepper, 1998) .

Se ha informado de la expresion de angiopoyetina-2 en tejidos tumorales (Tanaka y otros, 1999) , en los que
presumiblemente actia en combinacion con VEGF para favorecer la angiogénesis (Stratmann y otros, 1998; Holash
y otros, 1999) . No obstante, dado que la angiopoyetina-2 proporciona una sefial negativa cuando VEGF es reducido
0 ausente, la disposicion de angiopoyetina-2 puede ser un enfoque terapéutico util. La angiopoyetina-2 puede ser
administrada como proteina terapéutica o a través de terapia génica (ver anterior) , o en forma dirigida a tumores. Si
bien todos los tipos de constructos direccionados de angiopoyetina-2 se prevén para su utilizacion en aspectos de
terapia de la invencion, los agentes preferentes actualmente para objetivar la angiopoyetina-2 al tumor son los que
se unen con aminofosfolipidos, incluyendo anticuerpos anti-PS y anexinas.

Para el tratamiento y ataque objetivado tumoral con inmunotoxinas, se han identificado las siguientes patentes con
los objetivos de suplementar adicionalmente el contenido de la presente descripcidon con respecto a agentes
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anticelulares y citotéxicos: Patentes U.S.A. N, 5.855.66; 5.776.427; 5.863.538; 5.660.827; 6.004.554; 5.965.132 y
6.051.230.

El segundo agente direccionado para utilizacién opcional con los anticuerpos antiaminofosfolipidos de la invencion
puede comprender también un componente direccionado que es capaz de favorecer la coagulacion, es decir, un
coaguligando. En este caso el anticuerpo o ligando de direccionado se puede ligar de manera directa o indirecta, por
ejemplo, a través de otro anticuerpo, a un factor que estimula directamente o indirectamente la coagulacion.

Son factores de coagulacion preferentes para estas aplicaciones el Factor de Tejido (TF) y derivados de TF, tales
como TF truncado (tTF) , TF dimérico y multimérico y TF mutante deficiente en la capacidad de activar el Factor VII.
Otros factores de coagulacion adecuados incluyen coagulantes dependientes de vitamina K, tales como Factor Il/lla,
Factor VII/VIla, Factor IX/IXa y Factor X/Xa; factores de coagulaciéon dependientes de la vitamina K a los que les
falta la modificacién Gla; activador del Factor X del veneno de la vibora de Russell; compuestos activadores de
plaquetas tales como tromboxano A; y tromboxano A; sintasa; e inhibidores de fibrindlisis, tales como a2-
antiplasmina.

El ataque objetivado y tratamiento de tumores con coaguligandos se describe en las siguientes patentes, cada uno
identificado con el objetivo de suplementar adicionalmente la descripcidon actual con respecto a coaguligandos y
factores de coagulacion: Patentes U.S.A. N°. 5.855.866; 5.877.289; 5.965.132; 6.093.399; 6.004.554; y 6.036.955.

Dado que una distribucion algo mas amplia de un agente coaguligante no se asociara con graves efectos
secundarios, existe una exigencia menos estricta impuesta en el elemento de ataque objetivado de coaguligandos
que con respecto a inmunotoxinas. Por lo tanto, el conseguir ataque objetivo especifico significa que se favorece la
coagulacion en los vasos del tumor con respecto a los vasos de lugares no tumorales. De este modo, el ataque
objetivado especifico de un coaguligando es un término funcional en vez de un término puramente fisico relativo a
las caracteristicas de biodistribucion del agente de ataque objetivado. No es improbable que los objetivos Utiles no
estén restringidos por completo a tumores, y que los ligandos de ataque objetivado que son eficaces para ayudar a
la coagulacion especifica de tumor, se puedan encontrar no obstante de manera segura en otros lugares del cuerpo
segun administracion, tal como ocurre con VCAM-1.

La preparacion de inmunotoxinas es en general bien conocida en la técnica (ver, por ejemplo, Patente U.S.A.
4.340.535. Cada una de las siguientes patentes se incorporan a la presente descripcion a titulo de referencia con los
objetivos de suplementar adicionalmente la descripcion actual con respecto a la generacién de inmunotoxinas, su
purificacion y utilizacion: Patentes U.S.A. N, 5.863.538; 5.660.827; 6.004.554; 5.965.132 y 6.051.230.

En la preparacion de inmunotoxinas se pueden conseguir ventajas por la utilizacion de ciertos enlazadores. Por
ejemplo, enlazadores que contienen un enlace bisulfuro que esta estéricamente impedidoson frecuentemente
preferentes, debido a su mayor estabilidad in vivo, impidiendo por lo tanto la liberacion de la fraccion de la toxina
antes de unién en el lugar de accion. Es deseable de manera general tener un conjugado que permanezca intacto
en las condiciones que se encuentran en general en el cuerpo excepto el lugar deseado de acciodn, en cuyo lugar es
deseable que el conjugado tenga buenas caracteristicas de liberacion.

Dependiendo del compuesto de toxina especifico utilizado, puede ser necesario disponer un separador de péptido
que una operativamente el agente de ataque objetivo o de direccionado y el compuesto de toxina, de manera que el
separador péptido es capaz de plegado en una estructura de bucle unido a bisulfuro. El fraccionamiento proteolitico
dentro del bucle daria lugar en este caso a un polipéptido heterodimérico en el que el agente de ataque direccionado
y el compuesto de toxina estan enlazados solamente por un Unico enlace de bisulfuro.

Cuando se utilizan otros compuesto de toxina determinados, se puede disponer un separador péptido no divisible
para unir operativamente el agente de ataque direccionado y el compuesto de toxina. Las toxinas que se pueden
utilizar conjuntamente con separadores péptidos no fraccionables son las que por su parte pueden ser convertidas
por fraccionamiento proteolitico, en una forma citotdxica con unién de bisulfuro. Un ejemplo de dicho compuesto de
toxina es un compuesto de exotoxina Pseudomonas.

También se pueden conjugar satisfactoriamente una serie de agentes quimioterapéuticos y otros agentes
farmacologicos a anticuerpos o ligandos de direccionado. Se incluyen entre los agentes antineoplasticos a titulo de
ejemplo que se han conjugado a anticuerpos la doxorrubicina, daunomicina, metotrexato y viablastina. Ademas, el
acoplamiento de otros agentes tales como neocarcinostatina, macromicina, treninimén y a-amanitina ha sido descrito
(ver Patente U.S.A. N°. 5.855.866; y Patente N°. 5.965.132) .

Teniendo en cuenta los trabajos anteriores de uno de los inventores actuales, la preparacion de coaguligandos se
lleva a cabo en la actualidad asimismo de manera facil. La asociaciéon operativa de uno o varios factores
coaguligandos por un agente de direccionado puede ser un enlace directo tal como los descritos anteriormente para
las inmunotoxinas. De manera alternativa, la asociacion operativa puede ser un acoplamiento indirecto, tal como
aquél en el que el agente de direccionado es acoplado operativamente a una segunda regién de acoplamiento,
preferentemente un anticuerpo o zona de unién de antigeno de un anticuerpo, que se une al factor de coagulacion.
El factor de coagulacion debe ser acoplado al agente de direccionado en un lugar distinto de su lugar de coagulacion
funcional, particularmente en el caso en el que se utiliza un enlace covalente para unir las moléculas.
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Los coaguligandos enlazados indirectamente se basan muy frecuentemente en anticuerpos biespecificos. La
preparacion de anticuerpos biespecificos es también bien conocida en esta técnica. Un método de preparacion
comporta la preparacién separada de anticuerpos que tienen caracter especifico para el componente tumoral
objetivo, por una parte, y el agente coaguligante por la otra. Entonces se generan fragmentos pépticos F (ab'y) > de
los dos anticuerpos escogidos, seguido de la reduccion de cada uno de ellos para proporcionar fragmentos
separados Fab'ysy. Los grupos SH de uno de los dos asociados a acoplar son alquilados a continuacién con un
reactivo de reticulacion, tal como o-fenilendimaleimida, para conseguir grupos maleimida libres en un asociado. Este
asociado podra ser conjugado a continuacion al otro por medio de un enlace de tioéter, proporcionando el
heteroconjugado F (ab'y) » deseado (Glennie y otros, 1987) . También se pueden llevar a cabo otros enfoques tales
como la reticulacién con SPDP o proteina A.

Otro método para la produccion de anticuerpos biespecificos consiste en la fusion de dos hibridomas para formar un
cuadroma. Tal como se utiliza en esta descripcion, el término cuadroma esta destinado a describir la fusion
productiva de dos hibridomas de célula B. Utilizando técnicas que actualmente son estandar, dos hibridomas
productores de anticuerpos se fusionan para proporcionar células descendientes, y estas células que han mantenido
la expresion de ambos conjuntos de genes del clonotipo inmunoglobulina son seleccionadas a continuacion.

Un método preferente de generar un cuadroma comporta la seleccion de un mutante deficiente en enzima de como
minimo uno de los hibridomas parentales. Esta primera linea celular de hibridoma mutante es fusionada a
continuacion a células de un segundo hibridoma que ha sido expuesto de forma letal, por ejemplo, a yodoacetamida,
impidiendo su supervivencia continuada. La fusiéon celular permite la recuperacién del primer hibridoma por
adquisicion del gen para su deficiencia enzimatica con respecto al hibridoma tratado de forma letal y recuperar el
segundo hibridoma por fusion con el primer hibridoma. De manera preferente, pero no necesaria, es la fusion de
inmunoglobulinas del mismo isétopo, pero de una subclase diferente. Un anticuerpo de subclase mixta permite la
utilizacion de un ensayo alternativo para el aislamiento de un cuadroma preferente.

Las realizaciones de identificacion por microtitulacion, FACS, tefido por inmunofluorescencia, anticuerpos
especificos de idiotipo, ensayos de competicion de unién de antigeno y otros métodos comunes en la técnica de la
caracterizacion de anticuerpos pueden ser utilizados para identificar cuadromas preferentes. Después del
aislamiento del cuadroma, los anticuerpos biespecificos son purificados separandolos de otros productos celulares.
Esto se puede conseguir por una serie de procedimientos de aislamiento de anticuerpos conocidos por los técnicos
en la materia de purificacion de inmunoglobulinas (ver, por ejemplo, Antibodies: A Laborator y Manual, 1988) . Son
preferibles las columnas de sefarosa de proteina A o proteina G.

En la preparacion de ambas inmunotoxinas y coaguligandos, se puede utilizar expresion recombinante. Las
secuencias de acido nucleico que codifican el agente de ataque direccionado escogido, y la toxina o coagulante, son
acoplados en marco en un vector de expresion. La expresion recombinante tiene como resultado la traslacion del
acido nucleico para dar lugar al compuesto deseado de agente de direccionado-toxina/coagulante.

Se han identificado las siguientes patentes con el objetivo de suplementar adicionalmente la presente descripcion
con respecto a la preparacion de coaguligandos, su purificacion y utilizacion, utilizando coaguligandos de
anticuerpos biespecificos: Patentes U.S.A. N® 5.855.866; 5.877.289; 5.965.132; 6.004.555; 6.036.955; y 6.093.399.

Las dosis efectivas de las inmunotoxinas y coaguligandos para su uso combinado con anticuerpos anti-
aminofosfolipidos desnudos en el tratamiento de cancer estaran entre aproximadamente 0, 1 mg/kg y
aproximadamente 2 mg/kg, y preferiblemente, de entre aproximadamente 0, 8 mg/kg hasta aproximadamente 1, 2
mg/kg, cuando se administra a través de la ruta IV a una frecuencia de aproximadamente una vez por semana.
Alguna variacién en dosificacion necesariamente se presentara dependiendo de la condicion del sujeto que se esta
tratando. El médico responsable de la administracion determinara la dosis adecuada para el sujeto individual.

Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar las realizaciones preferentes de la invencion. Debera apreciarse
por los expertos en la técnica, que las técnicas descritas en los ejemplos que siguen representan técnicas
descubiertas por el inventor para funcionar bien en la practica de la invencion, y por lo tanto se pueden considerar
que constituyen modos preferentes para su practica.

Ejemplo |
Expresion de VCAM-1 en el tumor y en vasos sanguineos normales
A Materiales y métodos

1. Materiales

Se obtuvo Na'?’| de Amersham (Arlingon Heights, IL) . Medio de cultivo de tejido de Dulbecco de Eagle modificado

(DMEM) y solucion regulada de sulfato (PBS) de Dulbecco que contenia Ca®* y Mg®* se obtuvieron de Gibco (Grand
Island, NY) . El suero de becerro fetal se obtuvo de Hyclone (Logan, Utah) . El O-fenilendiamina, peroxido de
hidrégeno, 3-aminopropiltrietoxi-silano y solucion salina, sin endotoxina, estéril (0, 9 por ciento NaCl en 100 mililitros
de agua) fueron de Sigma (St. Louis, MO) . SMPT fue de Pierce (Rockford, IL) . Proplex T que contenia Factor VII

67



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 533255713

(74 1U/ml) , factor X y factor IX (17 IU/ml) se compré en Baxter Diagnostic Inc. (McGraw Park, IL) . Sustrato
cromogénico, S-2765, para medir el factor Xa de la actividad proteolitica se obtuvo de Chromogenix (Franklin, OH) .
Factor purificado Xa se compré en American Diagnostica (Greenwich, CT) . Se obtuvieron placas de microtitulacion
con fondo plano de 96 y 48 de Falcon (Bector Dickinson y Co., Lincoln Park, NJ) . Cuentas de sefarosa-Proteina G y
Superdex S200 se compraron en Pharmacia (Piscataway, NJ) . IL-1a murina recombinante se compré en R&D
Systems (Minneapolis, MN) .

2. Anticuerpos

El hibridoma MK2.7, que secreta un anticuerpo IgG1 de rata contra VCMA-1 murino, se obtuvo de la American Type
Culture Collection (ATCC, Rockville, MD; ATCC CRL 1909) . Miyake y otros (1991) informaron sobre la
caracterizacion de este anticuerpo anti-VCAM-1. El hibridoma R187, que secreta un anticuerpo IgG1 de rata contra
la proteina viral murina p30 gag, también se obtuvo de la ATCC, y se us6 como un control apareado de isotipos para
el anticuerpo anti-VCAM-1.

El anticuerpo monoclonal de ratén, 10H10, contra factor de tejido humano se preparé como se describe en Morrissey
y otros (1988) , y en la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Nimero 08/482.369.

MECA 32, un anticuerpo de célula endotelial vascular anti-ratén, se prepar6 como se describe por Leppink y otros
(1989) . MJ 7/18 IgG de rata, reactivo con endoglina murina, se preparé como se describe por Ge y Butcher (1994) .
Los anticuerpos MECA 32 y MJ 7/18 sirvieron como controles positivos para estudios inmunohistoquimicos.

Los anticuerpos secundarios de conejo anti-rata y de rata anti-ratén conjugados con peroxidasa de rabano (HRP) se
compraron de Dako (Carpinteria, CA) .

3. Purificacién de anticuerpos

El hibridoma anti-VCAM-1, MK 2.7, y el hibridoma de control irrelevante R187, se cultivaron en biorreactores
(Heraeus, Inc., Alemania) durante 12 dias. Los sobrenadantes se centrifugaron, se filtraron a través de filtro de 0, 22
pm y se cargaron en columnas de Sefarosa-Proteina G. Se eluyé el IgG con regulador de acido citrico, pH 3, 5, se
dializd en PBS y se almacend después a 4°C en la misma solucion reguladora. La pureza se estimé mediante SDS-
PAGE y rutinariamente fue mayor del 90 por ciento. La capacidad de enlace del anticuerpo anti-VCAM-1 purificado
se valoré inmunohistoquimicamente sobre secciones congeladas de tumor L540 y mediante ensayo ELISA basada
en células, usando células bEnd.3 estimuladas con IL-1a, como se describe mas adelante en la presente
descripcion.

4. Ratones que tienen tumor e inmunohistoquimica

Ratones machos CB17 SCID (Charles River, Wilmington, MA) que pesaban aproximadamente 25 gramos se
inyectaron con 1 x 10" L540 células de linfoma de Hodgkin subcutaneamente en el flanco derecho. Los tumores se
dejaron crecer hasta un tamafio de 0, 4-0, 7 cm®. Los animales se anestesiaron con metafano y la circulacién de la
sangre se perfusd con solucién salina heparinizada como se describe por Burrows y otros (1992) . El tumor y los
organos principales se eliminaron y se congelaron en nitrégeno liquido.

Las secciones de criostatos del tejido se cortaron, incubaron con el anticuerpo anti-VCAM-1 y se mancharon
inmunohistoquimicamente para detectar VCAM-1. La IgG de rata se detectd usando IgG anti-rata de conejo
conjugada con HRP seguida por el desarrollo con carbazol (Fries y otros, 1993) .

B. Resultados

Los vasos sanguineos de los 6rganos principales y de un tumor de los ratones que tenian tumores de Hodgkin
humanos L540 subcutaneos se examinaron inmunohistoquimicamente para la expresion de VCAM-1 usando un
anticuerpo anti-VCAM-1. La expresion de VCAM-1 en los vasos sanguineos del tumor fue mas periférico que central.
Sin embargo, como se demostré en el Ejemplo VI y el Ejemplo VII, el anticuerpo anti-VCAM-1 y el coaguligando
evidentemente se enlazaron con los vasos de transporte de sangre, como claramente se mostro por la capacidad del
coaguligando para detener el flujo de sangre en todas las regiones del tumor y causar la destruccién de la region
intratumoral.

Sobre todo, la expresion del VCAM-1 se observé en 20-30 por ciento de los vasos sanguineos del tumor totales
manchados por el anticuerpo anti- endogllna MJ 7/18. El manchado de VCAM-1 de los vasos del tumor se observo
en gran medida en las vénulas. La expresion VCAM-1 fue similar en tumores hasta de 1.500 mm®, pero los tumores
mas grandes parecieron tener un manchado reducido, con 5-10 por ciento de vasos positivos MJ 7/18 que fueron
positivos para VCAM-1.

La expresion vascular constitutiva del VCAM-1 se encontré en el corazén y los pulmones, tanto en animales que
tenian tumor como en animales normales (Tabla 1) . En el corazén, el manchado fuerte se observé en vénulas y
venas. Aproximadamente 10 por ciento de vasos positivos MECA 32 fueron positivos para VCAM-1. El manchado en
el endotelio del pulmén fue débil en comparacion con el corazén y el tumor, y se confind a unos pocos vasos
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sanguineos grandes. El manchado en estroma fuerte fue observado en testiculos, en donde la expresion de VCAM-1
fue estrictamente extravascular. Descubrimientos similares con respecto a la expresién de VCAM-1 constitutivos en
pulmones y testiculos de roedores se dieron a conocer previamente (Fries y otros, 1993) .

(Tabla pasa a pagina siguiente)
TABLA 1

Expresion de VCAM-1 en endotelio en tejidos de ratones que tienen tumores L540 y localizacion de anticuerpo anti-
VCAM-1

Tejido Expresidn Localizacidn de
VCAM-1- Anticuerpo

Anti-VCAM-1*

Adrenal -c -
Cerebelc del Cerebro - -
Corteza Cerebral - -
Corazon ++ +E
Rificn - -
Intestino Grueso - -
Higado - -
Pulmén + +
Pancreas - -

Intestine Delgado - -

Bazo = -
Testiculos _d _
Tumor de Hodgkin L540 +4 o+

@ VCAM-1 se detectd mediante anticuerpo anti-VCAM-1 seguido por IgG-HRP anti-rata.

® Localizacién de anticuerpo anti-VCAM-1 in vivo se determiné inyectando el anticuerpo, sangrando el raton y
manchando los tejidos con IgG-HRP anti-rata.

¢ Intensidad del manchado se comparé con marcadores pan-endoteliales MJ 7/18 y MECA 32; - sin mancha; + débil;
++ moderado; +++ fuerte.

9 No se observo expresion vascular; sin embargo, el estroma extravascular de testiculos fue manchado por
anticuerpo anti-VCAM-1.

Ejemplo Il
Localizacion de anticuerpo anti-VCAM-1 in vivo
A. Métodos

Ratones machos CB17 SCID (Charles River, Wilmington, MA) que pesaban aproximadamente 25 gramos se
inyectaron con 1 x 10’ L540 de células de linfoma de Hodgkin subcutaneamente en el flanco derecho. Se dejo que
los tumores crecieran a un tamafio de 0, 4-0, 7 cm?®.

Los ratones se inyectaron intravenosamente con 30 ug/25 gramos de peso corporal de anticuerpo anti-VCAM-1,
anticuerpo R187 o coaguligandos correspondientes en 200 pl de solucion salina. Dos horas después, los animales
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se anestesiaron con metafeno y su circulacién sanguinea se inundd con soluciéon salina heparinizada como se
describe (Burrows y otros, 1992) . El tumor y los érganos principales se eliminaron y se congelaron en nitrégeno
liquido.

Cortes criostaticos de los tejidos se cortaron y luego se mancharon inmunohistoquimicamente para determinar la
presencia de IgG de rata o TF. Se detect6 IgG de rata usando IgG anti-rata de conejo conjugado con HRP seguido
por el desarrollo con carbazol (Fries y otros, 1993) . Se detecté coaguligando usando el anticuerpo 10H10 que
reconoce factor de tejido humano, seguido por IgG anti-ratén etiquetado HRP. El anticuerpo 10H10 no tuvo reaccion
cruzada detectablemente con factor de tejido murino (Morrissey y otros, 1988) u otras proteinas murinas.

B. Resultados

Los ratones que tenian tumores L540 subcutaneos se inyectaron intravenosamente con anticuerpo anti-VCAM-1, y
dos horas después, los ratones fueron desangrados. El tumor y los 6érganos normales se eliminaron y secciones
congeladas se prepararon y examinaron inmunohistoquimicamente para determinar la localizacion del anticuerpo.
Cortes en serie de los tejidos se examinaron. Se detect6 IgG de rata localizada mediante Ig anti-rata etiquetada con
HRP; y los vasos de sangre murina se identificaron mediante anticuerpo pan-endotelial, MECA 32.

Se detectdé anticuerpo anti-VCAM-1 en el endotelio del tumor, corazén y pulmén (Tabla 1) . La intensidad y el
numero de vasos manchados fue idéntico al de las secciones en serie de los mismos tejidos manchados
directamente con anticuerpo anti-VCAM-1 (Tabla 1) . El machado fue especifico, ya que no se observé manchado de
endotelio en el tumor y érganos de los ratones inyectados con un anticuerpo apareado con isotipo de la especie de
especificidad irrelevante, R187. No se encontré anticuerpo anti-VCAM-1 en testiculos o en ningun 6rgano normal,
excepto el corazon y los pulmones.

Ejemplo lll
Preparacion de coaguligando anti-VCAM-1+tTF

Un conjugado anti-VCAM-1+tTF o coaguligando se preparé como sigue. El factor de tejido truncado (tTF) , con
cisteina adicional afiadida introducida en el término N (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica con Numero
08/482.369) , se expresd en E. coli y se purific6 como se describe por Stone y otros (1995) . Después de la
purificacion, el grupo sulfhidrilo de N'-cisteina-tTF se protegié mediante la reaccién con reactivo de Ellman. El
derivado tTF se almacend en volimenes pequeiios a -70°C.

Para preparar el coaguligando anti-VCAM-1, 5 mililitros de 1gG anticuerpo anti-VCAM-1 (2 miligramos/mililitro) en
PBS se mezclaron con 36 microlitros de SMPT (10 mM) disuelto en DMF seco y se incubd a temperatura ambiente
durante 1 hora. La mezcla se filtré a través de una columna de Sefadex G25 equilibrada en PBS que contenia 1 mM
de EDTA. Las fracciones que contenian el anticuerpo derivado SMPT se concentraron a 4 mililitros mediante
ultrafiltracion en una célula Amicon equipada con 10.000 Da de filtro cortado. El derivado tTF descongelado
recientemente se incubd con 30 microlitros de DTT (10 mM) en H>O durante 10 minutos a temperatura ambiente y
se filtré a través de una columna de Sefadex G25 equilibrada en PBS que contenia 1 mM de EDTA. Las fracciones
eluidas que contenian tTF reducido se concentraron mediante ultrafiltracion bajo nitrdgeno a un volumen final de 3
mililitros.

El tTF reducido se mezclé con anticuerpo derivado de SMPT y la mezcla se dejé reaccionar durante 24 horas a
temperatura ambiente. Al final de la incubacién, la mezcla de la reaccién se resolvié mediante filtracion en gel sobre
una columna de Superdex S200 equilibrada en PBS. Fracciones que contenian anti-VCAM-1+tTF que tenian un M,
de 180.000 y que corresponden a una molécula de anticuerpo enlazado a una molécula de tTF se recolecto.

Ejemplo IV

Enlace de coaguligando anti-VCAM-1 con células
Endoteliales activadas

A. Métodos

1. Yodacién de anticuerpo 10H10

El anticuerpo factor de tejido antihumano, 10H10, se radioetiquetd con 125 usando Cloramina T como se describe

por Bocci (1964) . La actividad especifica fue aproximadamente de 10.000 cpm/ug, como se calcula a partir de las
determinaciones de proteina medidas mediante un ensayo de Bradford (Bradford, 1976) .

2. Células

Células de Hodgkin L540 (L540 Cy) , derivadas de un paciente con enfermedad terminal, se prepararon como se
describe en Diehl y otros (1985) , y se obtuvieron del Prof. Volker Diehl (Klinik fur Innere Medizin der Universitaet,
Koeln, Alemania) . Células bEnd.3 (endotelioma de cerebro murino) se prepararon como se describe en Bussolino y
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otros (1991) y Montesano y otros (1990) y se obtuvieron del Prof. Werner Risau (Max Planck Institute, Bad Nauheim,
Alemania) .

3. Cultivo de tejido

Las células bEnd.3 y los hibridomas se mantuvieron en DMEM suplementado con 10 por ciento de suero de becerro
fetal, 2 mM L-glutamina, 2 unidades/mililitro de penicilina G y 2 pg/ml de estreptomicina. Células L540 se
mantuvieron en RPMI 1640 que contenian los mismos aditivos. Todas las células se subcultivaron una vez por
semana. Se realizo tripsinizacion bEnd.3 usando 0, 125 por ciento de tripsina en soluciéon de PBS que contenia 0, 2
por ciento EDTA. Para estudios de enlace, las células se sembraron a una densidad de 5 x 10* células/mililitro en 0,
5 mililitros de medio en placas de 48 pocillos y se incubaron durante 48-96 horas. El medio se renové 24 horas antes
de cada estudio.

4. Enlace de coaguligando con células endoteliales activadas

El enlace de anticuerpo anti-VCAM-1 y coaguligando con VCAM-1 en células bEnd.3 activadas se determin6 usando
un ensayo ELISA basado en células, como se describe por Hahne (1993) . Las células bEnd.3 se incubaron con 10
unidades/mililitro de IL-1a durante 4 horas a 37°C en placas de microtitulaciéon de 96 pocillos. Al final de esta
incubacion, el medio se reemplazé por DPBS que contenia 2 mM Ca®* y Mg* y 0, 2 por ciento (peso/volumen)
gelatina como una proteina portadora. El mismo regulador se usé para la dilucidon de anticuerpos y para el lavado de
las monocapas de células entre las etapas.

Las células se incubaron con 4 ug/ml de conjugado anti-VCAM-1tTf, anticuerpo anti-VCAMe1 o reactivos de control
durante 2 horas, y luego se lavaron e incubaron durante 1 hora con conjugado IgG-HRP anti-rata de conejo (dilucion
1:500) . Todas las etapas se realizaron a temperatura ambiente. Se midié la actividad HRP afadiendo O-
fenilendiamina (0, 5 miligramos/mililitro) y peréxido de hidrégeno (0, 03 por ciento peso/volumen) en regulador
citrato-fosfato, pH de 5, 5. Después de 30 minutos, 100 microlitros de sobrenadante se transfirieron a placas de 96
pocillos, 100 microlitros de 0, 18 M H,SO4 se afiadieron y se midié la absorbencia a 492 nm. Cada estudio se realizd
por duplicado y se repitié6 como minimo dos veces.

5. Deteccion de enlace coaguligando con células endoteliales

El coaguligando anti-VCAM-1 y controles adecuados se incubaron con células bEnd.3 estimulada con IL-1a en
placas de microtitulacion de 96 pocillos, como se describié anteriormente. Los coaguligandos de enlace se
detectaron identificando tanto el componente de factor de tejido como el componente de IgG de rata enlazado con
células bEnd.3.

Después de eliminar el exceso de anticuerpo no enlazado, las células se incubaron con 100 pl/pocillo de anticuerpo
10H10 etiquetado con "I (0, 2 pg/ml) o |g anti-rata de conejo etiquetado con 2’ (0, 2 ug/ml) en regulador de enlace.
Después de 2 horas de incubacién a temperatura ambiente, las células se lavaron extensamente y se disolvieron en
0, 5 M de NaOH. El volumen entero de 0, 5 mililitros se transfirié a tubos de plastico y se contdé en un contador y.
Cada estudio se realizé por duplicado y se repiti6 como minimo dos veces.

B. Resultados

La capacidad de un coaguligando anti-VCAM-1+tTF para enlazarse con células bEnd.3 murinas activadas con IL-1a
se determiné midiendo el enlace de anticuerpo anti-TF radioyodado a células tratadas con coaguligando in vitro. La
expresion de VCAM-1 por las células bEnd.3 es inducible transitoriamente por IL-1a con un pico de expresion
VCAM-1 obtenido 4-6 horas después de la adicion de la citocina (Hahne y otros, 1993) . El enlace fuerte del
coaguligando con las células bEnd.3 activadas se observo (Figura 1A) .

En saturacion, 8, 7 fmoles de anticuerpo anti-TF se enlazé a las células, lo cual es equivalente a 540.000 moléculas
de anticuerpo anti-TF por célula. El enlace del coaguligando fue especifico; no hubo enlace detectable sobre el
fondo con un coaguligando de control apareado al isotipo de especificidad irrelevante. El enlace de coaguligando
con células no estimuladas fue de aproximadamente la mitad al de las células activadas y probablemente es
atribuible a la expresion de VCAM-1 constitutivo por las células de endotelioma cultivado.

En otros estudios, el coaguligando anti-VCAM-1+tTF se encontré que se enlaza tan fuerte como el anticuerpo anti-
VCAM-1 no conjugado con células bEnd.3 activadas, usando la deteccion mediante IgG de anti-rata etiquetada con
peroxidasa en el ensayo. Esto se hizo tanto a concentraciones de saturacion como de subsaturacion. Por lo tanto, el
procedimiento de conjugacion (Ejemplo Ill) no disminuy6 la capacidad del anticuerpo para enlazarse con VCAM-1 en
monocapas endoteliales intactas.
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Ejemplo V

Activacion del factor X mediante coaguligando
Enlazado con células endoteliales

A. Métodos

La actividad del coaguligando anti-VCAM-1tTF enlazado con células bEnd.3 activadas se determiné indirectamente
usando un ensayo cromogénico para detectar el factor Xa (Schorer y otros, 1985; Nawroth y otros, 1985
incorporadas a la presente invencion como referencia) . Las células bEnd.3 estimuladas con IL-1a y no estimuladas
se incubaron con coaguligandos especificos y de control en placas de microtitulacion de 96 pocillos como se
describié anteriormente. Las células se lavaron con PBS que contenian 2 miligramos/mililitros de BSA y se
incubaron con 150 microlitros/pocillo de solucién de Proplex T preparada recientemente diluida 1:20 en 50 mM Tris-
HCI (pH de 8, 1) , 150 mM NaCl, 2 miligramos/mililitro de BSA (grado de cultivo de tejido, libre de endotoxinas) , y 2,
5 mM de CaCl,. Después de la incubacién durante 60 minutos a 37°C, 100 microlitros se retiraron de cada pocillo, se
transfirieron a placas de 96 pocillos y se mezclaron con 100 ul del mismo regulador que contenia 12, 5 mM de EDTA
(pH 8, 1).

El sustrato cromogénico S2765 para medir la actividad proteolitica del factor Xa se afiadié en 50 ul, dando una
concentracion final de 300 uM. El deterioro del sustrato se determiné leyendo la absorbancia a 405 nm durante un
periodo de 2 horas en un lector de microplacas (Molecular Devices, Palo Alto, CA) .

La produccion del producto cromogénico fue completamente dependiente de la presencia de Proplex T y las células
bEnd.3 preincubadas con el coaguligando especifico. La hidrdlisis del fondo del sustrato mediante Proplex T en
ausencia de células fue aproximadamente del 10 por ciento del valor maximo y se sustrajo de cada determinacion.
Coaguligandos libres diluidos en solucion de Proplex T fueron incapaces de generar factor Xa. La cantidad de Xa
generado se calculd a titulo de referencia con una curva estandar construida con concentraciones conocidas de
factor Xa purificado.

Al final del estudio, las células se desprendieron con tripsina-EDTA y se contaron. Los resultados se expresan como
la cantidad de factor Xa generado por 10* células. Cada estudio se realizo por duplicado y se repiti6 como minimo 3
veces.

B. Resultados
1. Activacion del factor X

El coaguligando anti-VCAM-1+tTF enlazado con células bEnd.3 activadas con IL-1a fue capaz de activar
especificamente el factor X. La proporcion de generacion del factor Xa mediante células recubiertas con anti-VCAM-
1+tTF fue de 3, 2 ng por 10* células por hora, lo cual es de 7 a 10 veces mas alta que la que se observé con células
activadas tratadas con un coaguligando de control de especificidad irrelevante o con tTF solo (Figura 1B) . El anti-
VCAM-1-tTF en ausencia de células tuvo una actividad de activacion del factor X indetectable, confirmando que el
enlace de células es esencial para la actividad de coaguligando.

El anti-VCAM-1+tTF enlazado con células bEnd.3 no estimuladas activaron el factor X a una proporcién de 1, 6 ng
por 10* células por hora. Esta proporcién es de aproximadamente la mitad de la observada con las células
estimuladas con IL-1a, de acuerdo con la cantidad mas baja del 50 por ciento de coaguligando que se enlaza con las
no estimuladas en comparacion con células estimuladas. Los resultados similares a los mostrados en la Figura 1B
se obtuvieron en tres estudios por separado.

2. Efecto de permeabilizacion de células endoteliales

La permeabilizacién de monocapas de bEnd.3 con saponina después de tratarlas con coaguligando anti-VCAM-
1tTF aumento la capacidad del coaguligando de enlace para activar el factor X en aproximadamente 30 veces
(Tabla 2) . La proporcion de la generacion del factor Xa por células no estimuladas tratadas con anti-VCAM-1+tTF
aumento de 1, 6 a 49, 2 ng por 10* células por hora desPués de la permeabilizacién, mientras que las células
estimuladas con IL-1a aumentaron de 3, 2 a 98, 8 ng por 10" células por hora. La actividad de generacion del factor
Xa de las células permeabilizadas debido al coaguligando de enlace en vez de al TF endégeno desde las células no
tratadas permeabilizadas o células tratadas con coaguligando de control de especificidad irrelevante tuvieron una
actividad de generacion de factor Xa baja (2 ng por 10" células por hora) .

Estos resultados indican que el coaguligando es capaz de funcionar mas eficientemente en el ambiente de una
célula permeabilizada. Posiblemente, la permeabilizacion expone los fosfolipidos cargados negativamente desde
dentro de la célula que acelera la formacién de los complejos de iniciacion de la coagulacién, o aun evita la
inactivacion de estos complejos mediante TFPI.
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TABLA 2

Generacioén del factor Xa mediante el enlace con anti-VCAM-1+tTF con células bEnd.3 intactas o permeabilizadas
(ng por 10° células por 60 minutos)

Tratamiento® Células intactas gélulas . b
ermeabilizadas
Control IL-1a Control IL-1a
Regulador 0, 25° 0, 43 0,45 2,0
tTF 0, 26 0, 42 0,39 2,1
IgG-tTF de Control 0, 26 0, 43 0,41 2,1
Anti-VCAM-1+tTF 1, 64 3,17 49,2 98,8

Las células bEnd.3 estimuladas con IL-1a y no estimuladas se incubaron con solucién reguladora solamente o con
@4 g/m}ICde tTF, IgG-tTF de control o anti-VCAM-1+tTF seguido por 60 minutos de incubacién con solucion Proplex
Ta37>™

® Las células se trataron con 0, 2 por ciento de saponina 5 minutos antes de la adicién de Proplex T.

Se determiné la cantidad del factor Xa como se describié anteriormente. Los resultados se expresaron como ng del
¢ factor Xa generado por 10* células por 60 minutos. Los valores del promedio aritmético de los pocillos por triplicado
se muestran. SE fue menos de 5 por ciento de los valores promedio.

Ejemplo VI
Trombosis de vaso sanguineo del tumor mediante coaguligando anti-VCAM-1
A. Métodos

Los ratones SCID que tenian tumores L540 (0, 4-0, 7 cm®) fueron inyectados intravenosamente con 40 ug (proteina
total) de anti-VCAM-1tTF o R187-tTF. Esta dosis corresponde a 32 ug de anticuerpo y 8 ug de tTF. Otros animales
recibieron cantidades equivalentes de anticuerpo libre, tTF libre o una mezcla de ambos. Los animales se
anestesiaron 4 6 24 horas después y sus circulaciones de sangre fueron inundadas con solucion salina
heparinizada. El tumor y los érganos principales fueron eliminados y se fijaron en formalina, y se sumergieron en
parafina o se congelaron para crioseccionamiento. Las secciones se cortaron a través del centro del tejido o tumor.
El nimero de vasos sanguineos trombosados o no trombosados en 5 cortes transversales se conté. El porcentaje de
vasos trombosados se calculo.

B. Resultados
1. Trombosis de vasos sanguineos de tumor

Este estudio muestra que la administracion intravenosa del coaguligando anti-VCAM-1-tTF induce la trombosis
selectiva de los vasos sanguineos del tumor, en oposicion a los vasos en tejidos normales, en ratones que tenian
tumores.

El coaguligando anti-VCAM-1+tTF se administr6 a los ratones que tenian tumores subcutaneos L540 de 0, 4 a 0, 6
centimetros de diametro. Antes de la inyeccién del coaguligando, los tumores estaban sanos, teniendo una
morfologia uniforme, careciendo de regiones de necrosis. Los tumores se vascularizaron bien y tenian una ausencia
completa de vasos trombosados espontaneamente o hemorragias. Dentro de cuatro horas de inyeccion de
coaguligando, 40-70 por ciento de vasos sanguineos estaban trombosados, a pesar del manchado inicial de
solamente 20-30 por ciento de vasos sanguineos de tumor mostrado en el Ejemplo I. Los vasos trombosados
contenian agregados de plaquetas oclusivas, eritrocitos empacados y fibrina. En varias regiones, los vasos
sanguineos se habian roto, derramando eritrocitos en el intersticio del tumor.

A las 24 horas después de la inyeccion de coaguligando, los vasos sanguineos todavia estaban ocluidos y una
hemorragia extensa se habia extendido en todo el tumor. Las células del tumor se habian separado unas de las
otras, tenian nucleos picnéticos y estaban sufriendo citdlisis. A las 72 horas, la necrosis avanzada era evidente en
todo el tumor. La necrosis estaba claramente presente en la region intratumoral del tumor, en donde la expresion del
VCAM-1 de los vasos no era originalmente prominente. El enlace de coaguligando evidentemente fue efectivo para
cortar el flujo sanguineo en todas las regiones del tumor, dando como resultado una destruccion del tumor extendida
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ampliamente. Ademas, es probable que el depdsito de trombina inducida de coaguligando inicial diera como
resultado una induccion creciente del antigeno objetivo VCAM-1 en los vasos centrales, amplificando por lo tanto el
ataque y la destruccién del tumor.

La accion trombdtica del anti-VCAM-1+tTF en los vasos del tumor fue especifica del antigeno. Ninguno de los
reactivos de control administrados en cantidades equivalentes (fTF solo, anticuerpo anti-VCAM-1 solo, tTF mas
anticuerpo anti-VCAM-1 o el coaguligando de control de especificidad irrelevante) causaron trombosis (Tabla 3) .

TABLA 3 Trombosis mediada por anti-VCAM-1+tTF en ratones que tenian tumores L540

Tratamientos Vasos Trombosados (%)°

Tumor L540 Corazdn y Otros

Pulmén Organocs
S8clucidén Salina -2 0 0
tTF 0-2 o 0
Anticuerpo anti-VCAM-1 0-2 0 Q
Anticuerpo anti-VCAM-1 + tTF 0=-2 0 0
Control IgG*tTF 0-2 1] 4]
Anti-VCAM-1+tTF (< 0,3 cm)- 0-10 o 1]
Anti-VCAM-1#+TF (= 0,3 cmi) 40-70 0 0

@ Los ratones que tenian tumores L540 se inyectaron intravenosamente con uno de los siguientes reactivos: solucion
salina; 8 microgramos de tTF no conjugado; 32 microgramos de anticuerpo anti-VCAM-1 no conjugado; mezcla de 8
microgramos de tTF y 32 microgramos de anticuerpo anti-VCAM-1; 40 microgramos de coaguligando IgG-tTF de
control; o 40 microgramos de coaguligando anti-VCAM-1+tTF. Los animales se sacrificaron 4 horas después de la
inyeccion. Los tejidos se eliminaron y se fijaron en formalina.

® La cuantificacion histologica se realizé contando numeros de vasos sanguineos trombosados en 5 cortes
transversales de tejido. El nUmero de vasos trombosados se expresa como un porcentaje de vasos totales. La gama
de resultados de tres ratones es representada.

° Ratones que tenian tumores L540 se dividieron en dos grupos (5-8 animales por grupo) que tenian tumores
menores o mayores de 0, 3 cm?®.

2. Falta de trombosis de los vasos sanguineos normales

Ademas de la trombosis de los vasos sanguineos del tumor, este estudio también muestra que la administracion
intravenosa del coaguligando anti-VCAM-1+tTF no induce trombosis de vasos sanguineos en érganos normales.

A pesar de la expresion de VCAM-1 en los vasos del corazén y del pulmén de ratones que tenian tumores L540 o
ratones normales (Tabla 1) , la trombosis no se presenté después de la administracion del coaguligando anti-VCAM-
1-tTF. No se mostraron signos de trombosis, dafios de tejido o morfologia alterada en 25 ratones inyectados con de
5 a 45 microgramos de coaguligando 4 6 24 horas anteriormente. Habia una apariencia histolégica normal del
corazén y pulmoén de los mismos ratones que tenian trombosis de tumor grande. Todos los demas o6rganos
principales (cerebro, higado, rifidn, bazo, pancreas, intestino, testiculos) también tenian morfologia no alterada.

Las secciones congeladas de érganos y tumores a partir de los ratones tratados con coaguligando dieron patrones
de manchado coincidentes cuando se desarrollaron, ya sea con anticuerpo anti-TF, 10H10, o un anticuerpo IgG anti-
rata, y se confirmoé que el coaguligando se habia localizado en los vasos en el corazén, pulmén y tumor. La
intensidad de manchado fue igual al visto cuando el coaguligando se aplicé directamente a las secciones a altas
concentraciones seguidas por un desarrollo con anti-TF o IgG anti-rata, indicando que la saturacion del enlace habia
sido alcanzada in vivo.

Estos estudios muestran que el enlace del coaguligando con VCAM-1 en vasculatura normal en el corazén y pulmoén
no es suficiente para inducir trombosis, y que la vasculatura del tumor proporciona factores adicionales para soportar
la coagulacion.
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Ejemplo VII

Destruccion del tumor in vivo mediante coaguligando anti-VCAM-1

A. Métodos

Ratones machos CB17 SCID se inyectaron simultaneamente con 1 x 10’ celulas L540 como se describio
anteriormente. Cuando los tumores habian alcanzado un volumen de 0, 4-0, 6 cm?®, los ratones fueron inyectados
intravenosamente, ya sea con 20 microgramos de anti-VCAM-1+tTF, 16 microgramos de anticuerpo anti-VCAM-1, 4
microgramos de tTF, una mezcla de 16 microgramos de anticuerpo anti-VCAM-1 y 4 microgramos de tTF, 20
microgramos de IgG-tTF de control o solucion salina. En algunos estudios, el tratamiento se realizé 3 veces, en los
dias 0, 4 y 8. Un minimo de 8 animales se trataron en cada grupo.

Los animales se controlaron diariamente para las med|C|ones del tumor y peso corporal. Los ratones se sacrificaron
cuando los tumores alcanzaron un diametro de 2 cm®, o antes, si los tumores mostraron signos de necrosis o
ulceracion. El volumen del tumor se calculé de acuerdo con la formula 11/6 x D x d% en donde D es el didmetro de
tumor mas grande y d es el diametro menor del tumor. Las diferencias en proporciones de crecimiento del tumor se
probaron para determinar su significacion estadistica usando una prueba no paramétrica (prueba de suma de gama
Mann-Whitney) que no hace supuestos acerca del tamafio del tumor normalmente distribuido (Gibbons, 1976) .

B. Resultados

La act|V|dad anti-tumor del coaguligando anti-VCAM-1+tTF se determiné en ratones SCID que tenian tumores de 0,
3-0, 4 cm® L540. El farmaco se administré intravenosamente 3 veces en intervalos de 4 dias. Los resultados
recopilados de 3 estudios separados se presentaron en la Figura 2 y en la Tabla 4. El volumen medio del tumor de
los ratones tratados con anti-VCAM-1+tTF se redujo significativamente a los 21 dias de tratamiento (P < 0, 001) en
comparacion con todos los otros grupos. Nueve de un total de 15 ratones tratados con el coaguligando especifico
mostraron mas del 50 por ciento de reduccion en el volumen del tumor. Este efecto fue especifico, ya que el tTF no
conjugado, el coaguligando IgG de control y la mezcla de anticuerpo anti-VCAM-1 libre y tTF no afectd el crecimiento
del tumor.

TABLA 4 Inhibicién del crecimiento del tumor mediante el coaguligando anti-VCAM-1+tTF

Velumen medic del Indice P wversus

tumor (mm?)* de cre- solucidn

Tratamientoe® N Dia O Dia 21 cimiento galinad

de tumor-

S8clucidn salina 14 331 + 61 | 2150 + 210 6,91 -
TTF 13 341 + 22 2015 + 205 5,90 NS
Anti-VCAM-1 16 363 + 24 1%20 + 272 5,28 NS
Anti-VCAM-1+tTF 13 349 + 42 2065 + 382 5,52 NS
Ig3«tTF de control ] 124 + 30 2324 + 304 T.17 NS

hnti-VCAM-1#tTF 15 ias + 2B 1280 + 130 3,50 < 0,001

@ Ratones que tenian tumores L540 se inyectaron intravenosamente con uno de los siguientes reactivos: solucion
salina; 8 microgramos de tTF no conjugado; 32 microgramos de anticuerpo anti-VCAM-1 no conjugado; mezcla de 8
microgramos de tTF y 32 microgramos de anticuerpo anti-VCAM-1; 40 microgramos de coaguligando IgG-tTF de
control (R187) ; o 40 microgramos de coaguligando anti-VCAM-1+tTF. El tratamiento se repitié el dia 4 y 7 después
de la primera inyeccion.

® \Volumen medio del tumor + desviacion estandar.

° El indice de crecimiento del tumor es la proporcion del volumen medio del tumor en el dia 21 contra el volumen
medio del tumor en el dia 0.

4 Dos valores de P consecutivos son para diferencias en el volumen del tumor (dia 21) para el grupo tratado contra el
grupo de solucion salina determinados mediante la prueba de la suma de gama Mann-Whitney.
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Ejemplo VIII

Expresion de fosfatidilserina en vasos sanguineos del tumor
A. Métodos

1. Anticuerpos

Los anticuerpos anti-fosfatidilserina (anti-PS) y anti-cardiolipina, ambos anticuerpos IgM monoclonales de ratén, se
produjeron como se describe por Rote (Rote y otros, 1993) . Los detalles de la caracterizacién de los anticuerpos
anti-PS y anti-cardiolipina también se dieron a conocer por Rote y otros (1993) .

2. Deteccion de la expresion de PS en endotelio vascular

Ratones que tenian tumores L540 se inyectaron intravenosamente con 20 microgramos, ya sea de anticuerpo anti-
PS o anticuerpo IgM de anti-cardiolipina de ratéon. Después de 10 minutos, los ratones se anestesiaron y sus
circulaciones sanguineas fueron inundadas con solucién salina heparinizada. Los tumores y los tejidos normales se
eliminaron y se congelaron. Las secciones en serie de érganos y tumores se mancharon, ya sea con IgM anti-ratéon
etiqguetada con HRP para la deteccion del anticuerpo anti-PS o con anticuerpo anti-VCAM-1 seguido por Ig anti-rata
etiquetada con HRP.

Para preservar los fosfolipidos de membrana en secciones congeladas, se desarrollé el siguiente protocolo. Los
animales se inundaron con DPBS que contenia 2, 5 mM Ca®*. Los tejidos se montaron en porta-objetos recubiertos
con 3-aminopropiltrietoxisilano y se mancharon dentro de 24 horas. No se usaron solventes organicos, formaldehido
ni detergentes para la fijacion o lavado de los porta-objetos. Los porta-objetos se rehidrataron mediante DPBS que
contenia 2, 5 mM Ca** y 0, 2 por ciento de gelatina. La misma solucion se usé para lavar secciones para eliminar el
exceso de reactivos. Las secciones se incubaron con IgM anti-ratéon etiquetada con HRP durante 3, 5 horas a
temperatura ambiente para detectar IgM anti-PS.

B. Resultados

Para explicar la falta de efecto trombdtico de anti-VCAM-1+tTF en la vasculatura positiva VCAM-1 en corazén y
pulmones, los inventores desarrollaron un concepto de localizacion de PS diferencial entre los vasos sanguineos
normales y de tumor. Especificamente, lanzaron la hipétesis de que las células endoteliales en los tejidos normales
segregan PS a la superficie interna de la bicapa de fosfolipido de la membrana de plasma, en donde es incapaz de
participar en reacciones tromboticas; mientras que las células endoteliales en los tumores translocalizan PS a la
superficie externa de la membrana de plasma, en donde puede soportar la accién de coagulacion del coaguligando.
La expresion de PS sobre la superficie de la célula permite la coagulacion, debido a que permite la unién de factores
de coagulaciéon a la membrana y coordina el ensamble de los complejos de inicio de coagulacion (Ortel y otros,
1992) .

El modelo de los inventores de la translocalizacién de PS en la superficie de las células endoteliales de los vasos
sanguineos del tumor, como se desarrolla en la presente descripcion, es sorprendente, porque la expresion de PS
no ocurre después, y no dispara inevitablemente, la muerte celular. La expresion de PS en la superficie de la célula
endotelial del tumor es por lo tanto suficientemente estable para permitir que PS sirva como una entidad objetivo
para la intervencion terapéutica.

Para confirmar la hipétesis de que el endotelio del vaso sanguineo del tumor expresa PS sobre la superficie luminal
de la membrana del plasma, los inventores usaron inmunohistoquimica para determinar la distribucién del anticuerpo
anti-PS después de la inyeccion intravenosa en ratones que tenian tumores L540. El anticuerpo anti-PS localizé
dentro de 10 minutos a la mayoria de los vasos sanguineos del tumor, incluyendo los vasos en la region central del
tumor que carecen de VCAM-1. Los vasos que eran positivos para VCAM-1 también fueron positivos para PS. Por lo
tanto, hay una expresion coincidente para PS en los vasos que expresan VCAM-1 en tumores.

En los estudios de localizacion in vivo, ninguno de los vasos en érganos normales, incluyendo la vasculatura positiva
para VCAM-1 del corazén y pulmén, se mancharon, indicando que PS esta ausente de la superficie externa de las
células endoteliales. En cambio, cuando las secciones en tejidos normales y tumores se mancharon directamente
con anticuerpo anti-PS in vitro, no hubo diferencias visibles entre los tipos de células normales y de tumor,
endoteliales u otras, mostrando que PS esta presente dentro de estas células, pero solamente se expresa en la
superficie de células endoteliales en tumores.

La especificidad de la deteccion de PS fue confirmada por dos estudios independientes. Primero, un anticuerpo
monoclonal IgM de ratén dirigido contra un lipido cargado negativamente diferente, cardiolipina, no llegé al tumor o a
ningun organo in vivo. Segundo, el pretratamiento de secciones congeladas con acetona abolié el manchado con
anticuerpo anti-PS, presumiblemente debido a que extrajo los lipidos junto con el anticuerpo anti-PS de enlace.

Ejemplo IX

Activacion del coaguligando de blogues de anexina V del factor X in vitro
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A. Métodos

La capacidad de Anexina V para afectar la formacion del Factor Xa inducida por coaguligando fue determinada por
un ensayo cromogeénico descrito anteriormente en el Ejemplo V. Células bEnd.3 estimuladas con IL-1a se incubaron
con anti-VCAM-tTF y se permeabilizaron mediante saponina. Se afiadi6 Anexina V a concentraciones variantes
desde 0, 1 a 10 pg/ml, y las células se incubaron durante 30 minutos antes de la adicién de Proplex T diluido. La
cantidad de Factor Xa generado en la presencia o ausencia de Anexina V se determiné como se describe en el
Ejemplo V. Cada tratamiento se realizé por duplicado y se repitié6 como minimo dos veces.

B. Resultados

La necesidad de la expresion de PS de superficie en la accion de coaguligando se indica ademas por el
descubrimiento de los inventores de que la Anexina V, que se enlaza con PS con alta afinidad, bloquea la capacidad
del enlace anti-VCAM-1+tTF con las células bEnd.3 para generar el Factor Xa in vitro.

La Anexina V afadida a células permeabilizadas preincubadas con anti-VCAM-1-tTF inhibi6 la formacién del Factor
Xa de una manera dependiente de la dosis (Figura 3) . En ausencia de Anexina V, el coaguligando enlazado con
célula produjo 95 ng de Factor Xa por 10.000 células por 60 minutos. La adicion de cantidades crecientes de
Anexina V (en la gama de microgramo por mililitro) inhibié la produccion del Factor Xa. A 10 pg por mililitro, la
Anexina V inhibié la producciéon del Factor Xa en 58 por ciento (Figura 3) . No se observé inhibicion adicional
aumentando la concentracion de Anexina V durante el ensayo, indicando que Anexina V saturd todos los sitios de
enlace disponibles a 10 microgramos por mililitro.

Ejemplo X
Actividad de coaguligando de bloques de Anexina V in vivo
A. Métodos

La capacidad de Anexina V para inhibir la trombosis inducida por coaguligando in vivo fue examinada en ratones
SCID que tenian tumores L540 de Hodgkin. Los tumores se hicieron crecer en los ratones como se describid
anteriormente en el Ejemplo Il. Dos ratones por grupo (tamafio de tumor 0, 5 centimetros de diametro) se inyectaron
intravenosamente a través de la vena de la cola con uno de los siguientes reactivos: a) solucion salina: b) 100
microgramos de Anexina V; c) 40 microgramos de anti-VCAM-1+tTF; d) 100 microgramos de Anexina V seguido de 2
horas después por 40 microgramos de anti-VCAM-1+tTF.

Cuatro horas después de la Ultima inyeccion, los ratones se anestesiaron y se inundaron con solucién salina
heparinizada. Los tumores se eliminaron, se fijaron con 4 por ciento de formalina, se sumergieron en parafina y se
mancharon con hematoxileno-eosina. El nimero de vasos sanguineos trombosados y no trombosados se conto, y el
porcentaje de trombosis se calculo.

B. Resultados

Anexina V también bloquea la actividad del coaguligando anti-VCAM-1+tTF in vivo. Grupos de ratones que tenian
tumores se trataron con uno de los reactivos de prueba o de control, como se describe en los métodos. A los ratones
se les dio (a) solucion salina; (b) 100 microgramos de Anexina V; (c) 40 microgramos de coaguligando anti-VCAM-
1+tTF; o (d) 100 microgramos de Anexina V seguido dos horas después por 40 microgramos de coaguligando anti-
VCAM-1-tTF. Se obtuvieron resultados idénticos en ambos ratones por grupo.

No se observd ninguna trombosis espontanea, hemorragias ni necrosis en tumores derivados de los ratones
inyectados con solucion salina. El tratamiento con Anexina V sola tampoco alteré la morfologia del tumor.

De acuerdo con otros datos presentados en la presente descripcion, 40 microgramos de coaguligando anti-VCAM-
1+tTF causo trombosis en 70 por ciento de los vasos sanguineos del tumor totales. La mayoria de vasos sanguineos
se ocluyeron con eritrocitos y coagulos empacados, y las células del tumor se separaron entre si. Ambos efectos
anti-tumor inducidos por coaguligando, es decir, la trombosis intravascular y los cambios en la morfologia de las
células del tumor, se abolieron completamente pre-tratando los ratones con Anexina V.

Estos descubrimientos confirman que los efectos anti-tumor de los coaguligandos son mediados a través del
blogueo de la vasculatura del tumor. Estos datos también demuestran que la PS es esencial para la trombosis
inducida por coaguligando in vivo.

Ejemplo XI
La fosfatidilserina externalizada es un marcador global de los vasos sanguineos del tumor

A. Métodos
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La exposicion de PS en el endotelio vascular normal y de tumor se examind en tres modelos de tumores de
animales: linfoma de Hodgkin L540, carcinoma de pulmoén de célula no pequefia NCI-H358, y adenocarcinoma de
colon HT 29 (ATCC) . Para cultivar los tumores in vivo, se inyectaron 2 x 10° células en el flanco derecho de los
ratones SCID y se dejaron alcanzar 0, 8-1, 2 centimetros de diametro. Los ratones que tenian tumores grandes
(volumen de aproximadamente 800 mm3) se inyectaron intravenosamente a través de la vena de la cola con 20
microgramos de anticuerpos anti-PS o anti-cardiolipina. El anticuerpo de anti-cardiolipina sirvi6 como un control para
todos los estudios, ya que ambos anticuerpos se dirigen contra lipidos cargados negativamente, y pertenecen a la
misma clase de inmunoglobulinas (IgM de ratén) .

Una hora después de la inyeccion, los ratones se anestesiaron y su circulacién de sangre se inundé con solucion
salina heparinizada. Los tumores y 6rganos normales se eliminaron y se congelaron. Las secciones congeladas se
mancharon con conjugado de peroxidasa IgM anti-raton (Jackson Immunoresearch Labs) seguido por el desarrollo
con carbazol.

B. Resultados

Los anticuerpos anti-PS especificamente se alojaron en la vasculatura de los tres tumores (HT 29, L540 y NCI-H358)
in vivo, como se indica por la deteccion del IgM de raton. Los porcentajes promedio de los vasos manchados en los
tumores fue del 80 por ciento para HT 29, 30 por ciento para L540, y 50 por ciento para NCI-H358. Los vasos en
todas las regiones de los tumores se mancharon y hubo manchado tanto de capilares pequefios como de vasos
grandes.

No se observé manchado de vasos con anticuerpos anti-PS en ningun tejido normal. En el rifion, los tubulos se
mancharon tanto con anti-PS como con anti-CL, y esto probablemente se relaciona a la secreciéon de IgM por este
organo (Tabla 5) . Los anticuerpos anti-cardiolipina no se detectaron en ninguin tumor o tejido normal, excepto en el
rifon.

Estos descubrimientos indican que solamente el endotelio del tumor expone PS al sitio externo de la membrana del
plasma.
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TABLA 5 Localizacién de vasos de anticuerpos Anti-PS y Anti-Cardiolipina en ratones con tumor*

Tejide

Anti-FS5t

anti-Cardiclipinat

Tumor Cy L540

+ -+

Tumor H3ER

++

Tumor HTZS

+4+

Adrenal - -

Cerebelo cerebral - -

Corteza cerebral - -

Corazon - _

Rifién - -4

Intestino grueso = =

Higado - -

Pulmén - -

Pancreas - -

Intestino delgado - -

Bazo - -

Testiculos - -

* La biodistribucion en 6érganos normales, tanto de anticuerpos anti-PS como anti-cardiolipina fue idéntico en los tres
modelos de animales de tumor.

t Los anticuerpos anti-PS y anti-cardiolipina se detectaron en secciones congeladas usando conjugado IgM-
peroxidasa anti-ratéon. - no manchado; + débil; ++ moderado; +++ fuerte, equivalente a marcador pan endotelial
Meca 32.

# El manchado tubular se observé en los rifiones tanto de receptores anti-PS como anti-CL.

Para estimar el tiempo en el cual la vasculatura del tumor pierde la capacidad para segregar PS al lado interno de la
membrana, los inventores examinaron la localizaciéon de anti-PS en tumores L540 que varian en volumen de 140 a
1.600 mm°. Los ratones se dividieron en 3 grupos de acuerdo con su tamafio de tumor: 140-300, 350-800 y 800-
1.600 mm®. El anticuerpo anti-PS no se detectd en tres ratones que tenian tumores pequefios L540 (hasta de 300
mm3) . En anticuerpo anti-PS localizado en 3 animales de 5 en el grupo de tumores de tamafio intermedio L540 y en
todos los ratones (4 de 4) que tenian tumores grandes L540 (Tabla 6) . El porcentaje de vasos sanguineos positivos
a PS del total (identificados por el marcador pan endotelial Meca 32) fue de 10-20 por ciento en el grupo intermedio
L540 y 20-40 por ciento en el grupo de tumores grandes L540 (Tabla 6) .
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TABLA 6 Externalizacion de PS detectado en tumores de tamario mediano y grande

Tamario de Tumor (mm®) Nimero de Tumores Porcentaje de Vasos
Positivos/Total* Positivos-PS/Total\dagger

250-800 3/5 10-20

850-1.600 4/4 20-40

Los ratones que tenian tumores L540 Cy se dividieron en tres grupos de acuerdo con el tamafio del tumor. 20
microgramos de anticuerpos anti-PS se inyectaron intravenosamente y se permitié que circularan durante 1 hora.
Los anticuerpos de ratdn se detectaron en secciones congeladas usando conjugado peroxidasa IgM anti-raton.

Numero total de vasos sanguineos se determind usando anticuerpo pan endotelial Meca 32. Los vasos positivos
t PS y positivos Meca se contaron en 4 campos por corte transversal del tumor. La gama de porcentaje de vasos
positivos PS dentro del mismo grupo se muestra.

Ejemplo XIl
Efectos anti-tumor de anticuerpos anti-fosfatidilserina
A. Métodos

Los efectos de anticuerpos anti-PS se examinaron en modelos de tumor singeneicos y xenogeneicos. Para el
modelo singeneico, se inyectaron 1x10” células de carcinoma colorrectal murino Colo 26 (obtenido del Dr. lan Hart,
ICRF, Londres) subcutaneamente en el flanco derecho de ratones Balb/c En el modelo xenogeneico, un xenoinjerto
de linfoma de Hodgkin humano L540 se estableci6 inyectando 1x10” células subcutdneamente en el flanco derecho
de ratones machos CB17 SCID. Los tumores se dejaron crecer a un tamafio de aproximadamente 0, 6-0, 9 cm?®
antes del tratamiento.

Los ratones que tenian tumor (4 animales por grupo) se inyectaron intraperitonealmente con 20 microgramos de
anticuerpo anti-PS natural (IgM) , IgM de ratén de control o solucion salina. El tratamiento se repitié 3 veces con un
intervalo de 48 horas. Los animales se supervisaron diariamente para mediciones del tumor y peso corporal. El
volumen del tumor se calculd como se describe en el Ejemplo VII. Los ratones se sacrificaron cuando los tumores
alcanzaron 2 cm®, o antes, si los tumores mostraron signos de necrosis o ulceracion.

B. Resultados

El crecimiento tanto de tumores singeneicos como xenogeneicos se inhibié efectivamente mediante tratamiento con
anticuerpos anti-PS naturales (Figura 4A y Figura 4B) . Los anticuerpos anti-PS causaron dafio vascular del tumor,
acompafado por trombosis, y necrosis del tumor. La presencia de coagulos y desintegracion de masas de tumor
rodeando vasos sanguineos bloqueados fue evidente.

Cuantitativamente, el tratamiento de anticuerpo anti-PS natural inhibié el crecimiento de tumor hasta en 60 por ciento
del volumen del tumor de control en los ratones que tenian tumores grandes Colo 26 (Figura 4A) y L540 (Figura 4B)
. No se encontré retardo del crecimiento del tumor en ratones tratados con solucion salina o IgM de control. No se
observo toxicidad en ratones tratados con anticuerpos anti-PS, con los 6rganos normales preservando la morfologia
sin alterar, indistinguible de los ratones no tratados o tratados con solucion salina.

La regresion del tumor comenzd 24 horas después del primer tratamiento y los tumores continuaron declinando de
tamafio durante los siguientes 6 dias. Esto se observé tanto en modelos de tumor singeneicos como
inmunocomprometidos, indicando que el efecto fue mediado por el mecanismo o los mecanismos independientes del
estado inmune. Mas aun, la declinacion en la carga del tumor se asocié con el aumento de apariencia de alerta y
apariencia generalmente saludable de los animales, en comparacién con los ratones de control que tenian tumores
mas grandes de 1.500 mm?®. El recrecimiento del tumor se presentd 7-8 dias después del primer tratamiento.

Los resultados obtenidos con tratamiento anti-PS de tumores L540 fueron mas fuertes por las siguientes razones.
Notablemente, la necrosis del tumor observada en el tratamiento del tumor L540 se presentd a pesar del hecho de
que el porcentaje de vasos que se mancharon positivos para PS en los tumores L540 fue menor que en los tumores
HT 29 y NCI-H358. Esto implica que aun mas rapida la necrosis probablemente resultaria cuando se trataron otros
tipos de tumor. Ademas, los tumores L540 generalmente se eligieron como un modelo experimental, debido a que
demostraron secciones histologicas limpias, y de hecho, se sabe que son resistentes a la necrosis.
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Ejemplo XIlil
Efectos anti-tumor en conjugados de anexina

El descubrimiento sorprendente de que los aminofosfolipidos son marcadores estables de la vasculatura del tumor,
también significa que las formaciones de agente terapéutico-anticuerpo se pueden usar en el tratamiento del cancer.
Ademas de usar anticuerpos como agentes objetivos, los inventores razonaron que las anexinas, y otras proteinas
de enlace con aminofosfolipidos, podrian también usarse para administrar especificamente agentes terapéuticos en
la vasculatura del tumor. Los siguientes datos muestran los efectos anti-tumor que son resultado de la
administracion in vivo de formaciones anexina-TF.

A. Métodos

Un conjugado de anexina V-tTF se preparé y administré a ratones nu/nu con tumores solidos. Los tumores se
formaron de células de carcinoma colorrectal HT29 humanos que formaron tumores de como minimo
aproximadamente 1, 2 cm®. El coaguligando anexina V-tTF (10 microgramos) se administr intravenosamente y se
dejo circular durante 24 horas. Los ratones tratados con solucién salina se mantuvieron por separado como animales
de control. Después de un dia de periodo de tratamiento, los ratones se sacrificaron y se desangraron, y los tumores
y 6érganos mayores se cosecharon para su analisis.

B. Resultado

El conjugado de Anexina V-tTF se encontré que induce coagulacion de vasos sanguineos de tumor especificos en
ratones que tienen tumor HT29. Aproximadamente el 55 por ciento de los vasos sanguineos del tumor en los
animales tratados con conjugado de Anexina V-tTF fueron trombosados después de una sola inyeccion. En cambio,
hubo una evidencia minima de trombosis en la vasculatura de tumor de los animales de control.

Ejemplo XIV
Translocalizaciéon de fosfatidilserina en el ambiente del tumor

El descubrimiento de PS como un marcador superficial in vivo Unico de las células endoteliales vasculares del tumor
incitd a los inventores a investigar adicionalmente el efecto de un ambiente de tumor en la traslocalizacion de PS y la
expresion de membrana externa. El presente ejemplo muestra que exponiendo las células endoteliales in vitro a
ciertas condiciones que imitan las de un tumor, se duplica la expresion superficial de PS observado en células
viables, intactas.

A. Métodos

Las células endoteliales bEnd.3 de ratén se sembraron a una densidad inicial de 50.000 células por pocillo.
Veinticuatro horas después las células se incubaron con concentraciones crecientes de H,O, (de 10 uyM hasta 500
pMM) durante 1 hora a 37°C o se dejaron sin tratar. Al final de la incubacion, las células se lavaron tres veces con
PBS que contenia 0, 2 por ciento de gelatina y se fijaron con 0, 25 por ciento de glutaraldehido. Se mancharon
pocillos idénticos con IgM anti-PS o con tripsinizada y se evaluaron para determinar su viabilidad mediante la prueba
de exclusion de Azul Triptano. Para el manchado anti-PS, después de bloquearlo con 2 por ciento de gelatina
durante 10 minutos, las células se incubaron con 2 microgramos/mililitro de anticuerpo anti-PS, seguido por la
deteccion con conjugado IgM-HRP anti-ratén.

Los pocillos sembrados con células endoteliales bEnd.3 de ratéon también se incubaron con diferentes efectores y se
compararon con el control, con pocillos no tratados después del mismo periodo de incubacién a 37°C. El panel de
efectores probado incluyd TNF, LPS, bFGF, IL-1q, IL-1B y trombina. Después de la incubacion, las células se
lavaron vy fijaron, y nuevamente se mancharon ya sea con IgM anti-PS o se evaluaron para determinar su viabilidad
usando la prueba de exclusion de Azul Triptano, como se ha descrito anteriormente.

B. Resultados
1. Induccién PS mediante H,02

La exposicion de células endoteliales a H.O» a concentraciones mayores de 100 uM causo la traslocalizacion PS en
aproximadamente el 90 por ciento de las células. Sin embargo, esto fue acompafiado por desprendimiento de las
células del sustrato y la viabilidad de las células disminuyd hasta aproximadamente 50-60 por ciento. La asociacion
de la expresion de PS de superficie con la viabilidad de células decreciente es entendible, aunque todavia es
interesante notar que aproximadamente 90 por ciento de la translocalizacién de PS se observa con solamente una
disminucion del 50-60 por ciento en la viabilidad de las células.

Usando concentraciones de H;O, menores de 100 uM dio como resultado una expresion de PS significativa sin
ninguna reduccion apreciable en la viabilidad de las células. Por ejemplo, se detectd PS en la superficie celular de
aproximadamente 50 por ciento de células en todos los pocillos tratados con H,O2, usando H,O, a concentraciones
tan bajas como de 20 pM. Es importante notar que, bajo estas concentraciones bajas de H.O,, las células
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permanecieron firmemente unidas al plastico y entre si, no mostraron cambios morfoldgicos y no tuvieron signos de
citotoxicidad. Analisis detallados revelaron esencialmente el 100 por ciento de contacto célula-célula, retencién de la
forma de célula adecuada y un citoesqueleto intacto.

El 50 por ciento de la expresion superficial de PS inducido por niveles bajos de H.O- se observé de esta manera en
poblaciones de células, en las cuales la viabilidad de las células fue idéntica a las células no tratadas, de control (es
decir, 95 por ciento) . La expresion de PS asociada con concentraciones altas de H.O, fue acompafiada por dafio
celular, y las células positivas PS expuestas a mas de 100 yM H;O, fueron desprendidas, flotando y tuvieron
citoesqueletos rotos.

El mantenimiento de la viabilidad de las células en presencia de concentraciones bajas de H>O-» es consistente de
datos de otros laboratorios. Por ejemplo, Schorer y otros (1985) mostraron que las células endoteliales de vena
umbilical humana (HUVEC) tratadas con 15 yM de H2O» promediaron 90 a 95 por ciento de viabilidad (dado a
conocer como dafio de 5 por ciento a 10 por ciento) , mientras que aquellas expuestas a 1500 yM de H20;
solamente fueron del 0 por ciento al 50 por ciento viable (dafiadas del 50 por ciento al 100 por ciento) .

El uso de H,O, para imitar el ambiente de tumor in vitro también es adecuado porque el ambiente del tumor es rico
en células inflamatorias, tales como macréfagos, PMN y granulocitos, que producen H;O; y otras especies de
oxigeno reactivo. Aunque nunca antes se conectd con marcadores vasculares de tumor estables, las células
inflamatorias se sabe que median el dafio celular endotelial por mecanismos que comprenden especies de oxigeno
reactivas que requieren la presencia de H,O; (Weiss y otros, 1981; Yamada y otros, 1981; Schorer y otros, 1985) .
De hecho, los estudios han mostrado que la estimulacion de PMN in vitro produce concentraciones de H,O»
suficientes para causar dafio celular endotelial subletal sin causar muerte celular (medido por ensayos de liberacion
de cromo) o desprendimiento celular; y que estas concentraciones de H,O» son alcanzables localmente in vivo
(Schorer y otros, 1985) .

Los datos de translocalizacion in vitro presentes se correlacionan con resultados anteriores que muestran que los
anticuerpos anti-PS se localizan especificamente en células endoteliales vasculares del tumor in vivo, y no se
enlazan con células en tejidos normales. El descubrimiento de que las concentraciones del tipo in vivo de H2O»
inducen la traslocalizacion de PS a la superficie de células endoteliales sin interrumpir la integridad de la célula tiene
implicaciones importantes ademas de validar los datos in vivo originales y los enfoques terapéuticos de los
inventores.

Las células endoteliales humanas, bovinas y murinas se sabe que son negativas a PS bajo condiciones normales.
Cualquier expresion de PS documentada previamente siempre se ha asociado con dafio celular y/o muerte celular.
Esto simplemente no es el caso en los estudios presentes, en donde se mantiene la viabilidad normal. Esto muestra
que la traslocalizaciéon de PS en endotelio vascular del tumor estd mediado por mecanismos bioquimicos no
conectados con dafio celular. Se cree que es la primera demostracion de la expresién superficial de PS en células
endoteliales intactas morfolégicamente y la primera indicacion de que la expresién de PS se puede desconectar de
la trayectoria o las trayectorias de apoptosis. Volviendo a la operabilidad de la presente invencion, estas
observaciones nuevamente confirman que PS es un marcador sostenible, en vez de transitorio, de los vasos
sanguineos del tumor y un candidato adecuado para la intervencion terapéutica.

2. Expresion de PS no se correlaciona con la activacion celular

La importancia de este dato in vitro para el ambiente del tumor también es reforzado por el hecho de que otros
activadores de células en general no tienen efectos sobre la traslocalizacion de PS en células endoteliales. Por
ejemplo, los inventores probaron TNF en estudios similarmente controlados y encontraron que es incapaz de inducir
la expresion superficial de PS, a pesar de que los aumentos esperados en la expresion de E-selectina y VCAM.
Igualmente, LPS, bFGF, IL-1a e IL-18 no tuvieron efecto en la expresion de PS en estudios adecuadamente
controlados.

3. Induccioén de PS mediante trombina

En contraste con la falta de efectos de otros activadores celulares, la trombina se observé que aumenta la expresion
de PS, aunque no al mismo grado que el H>O,. Estos datos son parte integral del modelo de induccion de tumor de
la expresion de PS desarrollada por los presentes inventores (la expresion superficial de PS inducida por trombina
en tejidos normales también aumentaria la coagulacién ya que la expresion de PS coordina el ensamble de
complejos de inicio de coagulacion (Ortel y otros, 1992) ) .

El ambiente del tumor se sabe que es protrombético, de manera que la vasculatura del tumor esta predispuesta a la
coagulacion (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica nimero 5.877.289) . Como la trombina es un producto
de la cascada de coagulacion, esta presente en la vasculatura del tumor. De hecho, la presencia de trombina induce
la expresion de VCAM, contribuyendo a la capacidad de los inventores para explotar la VCAM como un marcador
dirigible de la vasculatura del tumor (Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica numeros 5.855.866;
5.877.289) . Los presentes datos que muestran que la trombina también induce la expresion de PS es, por lo tanto,
tanto relevante para el ataque de aminofosfolipidos a anticuerpos naturales como conjugados terapéuticos, y
ademas explica los efectos benéficos del coaguligando anti-VCAM que contiene el Factor de Tejido (Ejemplo VII) .
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Todos los compuestos y métodos dados a conocer y reivindicados en esta invencion se pueden realizar y llevar a
cabo sin experimentacién indebida basandose en la presente descripcion.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende una cantidad biolégicamente efectiva de un anticuerpo anti-
aminofosfolipido o de una region de union al antigeno del mismo, para el tratamiento del cancer para el tratamiento
del cancer por exterminio de células endoteliales vasculares de un tumor de un tumor vascularizado, que induce la
coagulacion en la vasculatura tumoral o que destruye la vasculatura tumoral.

2. La composicién para uso segun la reivindicacion 1, en la que dicho anticuerpo anti-aminofosfolipido o region
de unién al antigeno del mismo se une a un complejo amonifosfolipido proteina en la superficie luminal de los vasos
sanguineos de un tumor vascularizado.

3. La composicion para uso segun la reivindicacion 1 6 2, en la que dicha composicion comprende un anticuerpo
anti-aminofosfolipido IgG o IgM o una region de union al antigeno del mismo.

4. La composicion para uso segun la reivindicacion 1, 2 6 3, en la que dicha composicion comprende un
anticuerpo anti-aminofosfolipido I1gG.

5. La composicion para uso segun la reivindicacién 1, 2 6 3, en la que dicha composicion comprende un
fragmento de unién a antigeno scFv, Fv, Fab', Fab o F(ab'), de un anticuerpo anti-aminofosfolipido.

6. La composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha
composicion comprende un anticuerpo anti-aminofosfolipido monoclonal, o una regién de union al antigeno del
mismo.
7. La composicién para uso segun la reivindicacion 6, en la que dicho anticuerpo anti-aminofosfolipido
monoclonal, o fragmento de union al antigeno del mismo, se prepara mediante un proceso de preparacion que
comprende;

€)) preparar una célula que produce un anticuerpo anti- aminofosfolipido; y

(b) obtener un anticuerpo anti- aminofosfolipido monoclonal a partir de dicha célula que produce el
anticuerpo.

8. La composicion para uso segun la reivindicacion 7, en la que dicha célula que produce un anticuerpo anti-
aminofosfolipido es una célula de paciente humano, en donde dicho paciente tiene una enfermedad asociada con la
produccién de anticuerpos anti-aminofosfolipidos.

9. La composicion para uso segun la reivindicacion 7, en la que dicha célula que produce un anticuerpo anti-
aminofosfolipido se obtiene mediante la estimulacion in vitro de una poblacion mezclada de linfocitos de sangre
periférica humana con una cantidad inmunogénicamente efectiva de una muestra de aminofosfolipido.

10. La composicion para uso segun la reivindicacion 7, en la que dicha célula que produce un anticuerpo anti-
aminofosfolipido se obtiene inmunizando un animal no humano con una cantidad inmunogénicamente efectiva de
una muestra de aminofosfolipido.

1. La composicidon para uso segun la reivindicacion 10, en la que dicha célula que produce anticuerpo anti-
aminofosfolipido se obtiene inmunizando un ratén transgénico que comprende una biblioteca de anticuerpos
humanos con una cantidad inmunogénicamente efectiva de una muestra de aminofosfolipido.

12. La composicion para uso segun la reivindicacion 7, en la que dicho proceso preparativo comprende:

€)) fusionar dicha célula que produce un anticuerpo anti- aminofosfolipido con una célula inmortal para
preparar un hibridoma que produzca un anticuerpo anti-aminofosfolipido monoclonal; y

(b) obtener dicho anticuerpo anti- aminofosfolipido monoclonal a partir de dicho hibridoma.
13. La composicion para uso segun la reivindicacion 7, en la que dicho proceso preparativo comprende:

€)) inmunizar un animal no humano con una cantidad inmunogénicamente efectiva de una muestra de
aminofosfolipido;

(b) preparar una coleccion de hibridomas que producen anticuerpos a partir del animal inmunizado;
(c) seleccionar de la coleccién un hibridoma que produce un anticuerpo anti-aminofosfolipido; y

(d) cultivar el hibridoma seleccionado para proporcionar dicho anticuerpo monoclonal anti-
aminofosfolipido.
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14. La composicién para uso segun la reivindicacion 13, en la que el animal inmunizado es un ratén transgénico
que comprende una biblioteca de anticuerpos humanos y en el que dicho anticuerpo monoclonal anti-
aminofosfolipido es un anticuerpo monoclonal humano.

15. La composicion para uso segun la reivindicacion 7, en la que dicho proceso preparativo comprende:

€)) obtener acidos nucleicos que codifican el anticuerpo anti-aminofosfolipido a partir de dicha célula que

produce anticuerpo anti-aminofosfolipido; ¥

(b) expresar dichos acidos nucleicos para obtener un anticuerpo anti-aminofosfolipido recombinante
monoclonal.

16. La composicion para uso segun la reivindicacion 7, en la que dicho proceso preparativo comprende:

€)) inmunizar un animal no humano con una cantidad inmunogénicamente efectiva de una muestra de
aminofosfolipido;

(b) preparar una biblioteca de fagémidos de inmunoglobulina combinatoria que expresa ARN aislado del
bazo del animal inmunizado;

(c) seleccionar de la biblioteca de fagémidos un clon que expresa un anticuerpo anti-aminofosfolipido; y

(d) expresar los acidos nucleicos que codifican el anticuerpo anti-aminofosfolipido a partir de dicho clon
seleccionado para proporcionar un anticuerpo monoclonal anti-aminofosfolipido recombinante.

17. La composicién para uso segun la reivindicacion 16, en la que el animal inmunizado es un ratén transgénico
que comprende una biblioteca de anticuerpos humanos y en la que el anticuerpo monoclonal anti-aminofosfolipido
recombinante es un anticuerpo monoclonal recombinante humano.

18. La composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha
composicién comprende un anticuerpo anti-aminofosfolipido quimérico humano, humanizado o parte humano, o una
region de unioén al antigeno del mismo.

19. La composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha
composicion comprende un dimero, trimero o multimero de un anticuerpo anti-aminofosfolipido o fragmentos de
union al antigeno del mismo.

20. La composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha
composicion comprende un anticuerpo anti- aminofosfolipido o una regién de union al antigeno del mismo, que se
une a fosfatidiletanolamina en la superficie luminal de vasos sanguineos de un tumor vascularizado.

21. La composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha
composicion comprende un anticuerpo anti- aminofosfolipido o una regiéon de unién al antigeno del mismo que se
une a fosfatidilserina en la superficie luminal de los vasos sanguineos de un tumor vascularizado.

22. La composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha
composicion comprende al menos dos anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno del mismo, cada uno de los
cuales se une a un aminofosfolipido distinto.

23. La composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha
composicion comprende un anticuerpo anti- aminofosfolipido o una regién de union al antigeno del mismo, que se
une a fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina o fosfatidaletanolamina.

24, La composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha
composicion comprende un anticuerpo anti- aminofosfolipido o una regiéon de unién al antigeno del mismo,
preparado mediante un proceso preparativo que comprende:

(a) la estimulacion in vitro de una poblacion mezclada de linfocitos de sangre periférica humana con una
cantidad inmunogénicamente efectiva de una muestra de aminofosfolipido;

(b) inmunizar un animal no humano con una cantidad inmunogénicamente efectiva de una muestra de
aminofosfolipido;

(c) inmunizar un raton transgénico que comprende una biblioteca de anticuerpos humanos con una
cantidad inmunogénicamente efectiva de una muestra de aminofosfolipido;

(d) obtener y expresar un acido nucleico que codifica un anticuerpo anti-aminofosfolipido; o
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(e) seleccionar y expresar un acido nucleico que codifica un anticuerpo anti-aminofosfolipido a partir de
una biblioteca de fagémidos de inmunoglobulinas combinatorias que expresa ARN aislado del bazo de un
animal no humano inmunizado con una cantidad efectiva de una muestra de aminofosfolipido.

25. La composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha
composicion comprende un anticuerpo anti-aminofosfolipido o una regiéon de unién al antigeno que se une a
complejos lipido-proteina en los que la parte lipidica del complejo es fosfatidilserina o fosfatyidiletanolamina y la
parte proteica del complejo es uno cualquiera de Bo—glicoproteina I, protrombina, quininégenos y precalicreina.

26. La composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha
composicion es para uso en la induccién de la vasculatura tumoral después de administracién a dicho animal.

27. La composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha
composicion es para uso en la destruccion de la vasculatura tumoral después de administracién a dicho animal.

28. La composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha
composicion esta formulada para administracion intravenosa.

29. La composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha
composicion esta formulada como una formulacion liposomal.

30. La composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha
composicion esta destinada para administracién humana.

31. La composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha
composicion es para uso en combinacion con una cantidad efectiva desde un punto de vista diagndstico de un
anticuerpo marcado de forma detectable o un fragmento de union al antigeno del mismo que se une a un
aminofosfolipido.

32. La composicion para uso segun la reivindicacion 31, en la que dicho anticuerpo marcado de forma detectable
o fragmento de union al antigeno del mismo comprende el compuesto detectable por rayos X bismuto (ll1), oro (ll1),
lantano (l1I) o plomo (II).

33. La composicion para uso segun la reivindicacion 31, en la que dicho anticuerpo marcado de forma detectable
o fragmento de unién al antigeno del mismo comprende el i6n radioactivo detectable cobre67, aIio67, galio68, indiom,

indio 13, yodo123, yodo125, yodom, mercurio197, mercuri02°3, renio186, renio188, rubidi097, rubidio 3, tecnetio®™™ o itrio®.

34. La composicion para uso segun la reivindicacion 31, en la que dicho anticuerpo marcado de forma detectable
o fragmento de unién al antigeno del mismo comprende el isétopo detectable por resonancia de espin magnética
nuclear cobalto (Il), cobre (II), cromo (lll), disprosio (lll), erbio (1), gadolinio (Ill); holmio (ll1), hierro (Il) , hierro (llI),
manganeso (l); neodimio (Ill), niquel (I1), samario (lll), terbio (l1l), vanadio (II) o iterbio (llI).

35. La composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha
composicion es para uso en combinacién con una cantidad biolégicamente efectiva de un segundo agente
anticanceroso.

36. La composicion para uso segun la reivindicacion 35, en la que dicha composicién y dicho segundo agente
anticanceroso estan comprendidos dentro de una Unica composicion farmacéutica.

37. La composicion para uso segun la reivindicacion 35, en la que dicha composicién y dicho segundo agente
anticanceroso estan comprendidos dentro de composiciones farmacéuticas distintas.

38. La composicidon para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 35 a 37, en la que dicho segundo
agente anticanceroso es un agente quimioterapéutico, radioterapéutico, anti-angiogénico o inductor de apoptosis.

39. La composicidon para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 35 a 37, en la que dicho segundo
agente anticanceroso es un constructo de agente terapéutico-anticuerpo que comprende un anticuerpo de
direccionado, o un fragmento de unién al antigeno del mismo se une a un componente expresado superficialmente,
accesible superficialmente o localizado superficialmente de una célula tumoral, estroma tumoral o vasculatura
tumoral; dicho anticuerpo de direccionado o fragmento del mismo enlazado operativamente a un agente terapéutico.

40. La composicién para uso segun la reivindicacion 39, en la que dicho anticuerpo de direccionado o fragmento
de unidn al antigeno del mismo se une a un antigeno superficial celular de una célula tumoral o a un componente de
un estroma tumoral.

41, La composicién para uso segun la reivindicacion 39, en la que dicho anticuerpo de direccionado o fragmento
de union al antigeno del mismo, se une a un componente expresado superficialmente, accesible superficialmente,
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localizado superficialmente, inducible por citoquina o inducible por coagulante de vasos sanguineos intratumorales
de un tumor vascularizado.

42. La composicién para uso segun la reivindicacion 41, en la que dicho anticuerpo de direccionado o fragmento
de unién al antigeno del mismo se une a un componente expresado superficialmente de vasculatura intratumoral
seleccionado del grupo que consiste en un aminofosfolipido, endoglina, un receptor TGFf3, E-selectina, P-selectina,
VCAM-1, ICAM-1, PSMA, un receptor VEGF/VPF, un receptor FGF, un TIE, a,3 integrina, pleyotropina, endosialina
y una proteina MHC Clase II.

43, La composicién para uso segun la reivindicacion 41, en la que dicho anticuerpo de direccionado o fragmento
de unioén al antigeno del mismo se une a un componente localizado superficialmente de vasculatura intratumoral
seleccionado del grupo que consiste en VEGF/VPF, FGF, TGF, un ligando que se une a un TIE, a una isoforma de
fibronectina asociada a tumor, factor de crecimiento disperso/hepatocito (HGF), factor de plaquetas 4 (PF4), PDGF y
TIMP.

44, La composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 39 a 43, en la que dicho anticuerpo de
direccionado o fragmento de union al antigeno del mismo, esta enlazado operativamente a un agente citotoxico.

45, La composicién para uso segun la reivindicacion 44, en la que dicho anticuerpo de direccionado o fragmento
de unién al antigeno del mismo esta enlazado operativamente a una toxina derivada de planta, hongo o bacteria, en
la que opcionalmente y preferiblemente la toxina es cadena de ricina A desglicosilada.

46. La composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 39 a 43, en la que dicho anticuerpo de
direccionado o fragmento de union al antigeno del mismo esta enlazado operativamente a un factor de coagulacion
0 a un anticuerpo, o a un fragmento de unién al antigeno del mismo, que se une a un factor de coagulacion.

47. La composicién para uso segun la reivindicacion 46, en la que dicho anticuerpo de direccionado o fragmento
de union al antigeno del mismo esta enlazado operativamente al Factor de Tejido, Factor de Tejido truncado, o un
derivado de los mismos o a un anticuerpo o a un fragmento de union al antigeno del mismo, que se une al Factor de
tejido. Factor de Tejido truncado o a un derivado del mismo.

48. La composicidon para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 35 a 37, en la que dicho segundo
agente anticanceroso es un agente seleccionado del grupo que consiste en taxol, vincristina, vinblastina, bleomicina,
una combretastatina, una podofilotoxina, TNF-a, angiostatina, endostatina, vasculostatina, un antagonista a,83, una
citoquina, interleuquina-4, H20,, trombina, un compuesto que interfiere con la actividad de la tubulina, un agente
inductor del flujo de calcio y un iondéforo de calcio.

49, La composicidon para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 35 a 37, en la que dicho segundo
agente anticanceroso es un agente seleccionado del grupo que consiste en inhibidor de la fosfotirosina, un analogo
de fosfotirosina no hidrolizable, un analogo de pirimidina, un analogo del acido félico, un complejo de coordinacion
de platino, un antiandrégeno y un analogo de la hormona de liberacion de gonadotropina.

50. La composicidon para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 35 a 37, en la que dicho segundo

agente anticanceroso es un agente seleccionado del grupo que consiste en talidomida, taxol, paclitaxel, 5-fluoracilo,
camptotecina, cisplatino, carboplatino y leuprolida.
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