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DESCRIPCIÓN

Construcciones de fusión a Fc de unión a fosfatidilserina y su uso terapéutico

Antecedentes de la invención

La presente solicitud reivindica los derechos de prioridad de la solicitud provisional de Estados Unidos en trámite 
junto con la presente con el nº de serie 60/646.333, presentada el 24 de enero de 2005.5

1. Campo de la invención

La presente invención se refiere a los campos de la biología de la fosfatidilserina y al tratamiento de tumores e 
infecciones víricas. Proporciona nuevas construcciones sorprendentes, composiciones, su uso en métodos y 
combinaciones para el direccionamiento a la vascular del tumor y el tratamiento del cáncer, y para el tratamiento de 
infecciones víricas y otras enfermedades. La invención particular, nuevas construcciones de unión a fosfatidilserina10
con sorprendentes combinaciones de propiedades y conjugados de diagnóstico y terapéuticos de las mismas. Las 
nuevas construcciones se unen eficazmente a dianas de enfermedades relacionadas con fosfatidilserina y potencian 
su destrucción, y también pueden liberar agentes terapéuticos en sitios específicos, proporcionando de esta manera 
el uso de las construcciones en una serie de métodos para tratar cánceres, infecciones víricas y otras 
enfermedades.15

2. Descripción de la técnica relacionada

La resistencia de las células tumorales a los agentes quimioterapéuticos representa un problema significativo en la 
oncología clínica. Otro problema importante a abordar en el tratamiento de tumores es el deseo de una “destrucción 
total de células”, es decir, la destrucción de todas las células malignas denominadas clonogénicas que tienen la 
capacidad de crecer de forma incontrolada y reemplazar cualquier masa tumoral que pudiera eliminar la terapia. A 20
pesar de ciertos avances en el campo, estas son dos de las razones principales por las que muchas formas 
frecuentes de cáncer humano siguen resistiéndose a una intervención quimioterapéutica eficaz.

Debido a la obtención de tratamientos en desarrollo que consiguen una destrucción total de células, ciertos tipos de 
tumores son más susceptibles a la terapia que otros. Por ejemplo, los tumores de tejidos blandos, por ejemplo, 
linfomas, y los tumores de la sangre y de los órganos que forman la sangre, por ejemplo, leucemia, generalmente 25
han respondido más a la terapia quimioterapéutica que los tumores sólidos, tales como carcinomas.

Una razón de la susceptibilidad a la quimioterapia de los tumores de tejidos blandos y sanguíneos, es la mayor 
accesibilidad del linfoma y de las células leucémicas a la intervención quimioterapéutica. Dicho de forma sencilla, es 
mucho más difícil que la mayor parte de los agentes quimioterapéuticos alcance todas las células de una masa 
tumoral sólida que de un tumor blando o de un tumor sanguíneo, y por lo tanto, es mucho más difícil conseguir una 30
destrucción total de las células. La mayoría de las veces el aumento de la dosis de los agentes quimioterapéuticos 
produce efectos secundarios tóxicos, que generalmente limitan la eficacia de los agentes antitumorales 
convencionales.

Otra estrategia del tratamiento de tumores es el uso de una “inmunotoxina”, en la que se usa un anticuerpo contra 
células tumorales para suministrar una toxina a las células tumorales. Sin embargo, en común con las estrategias 35
quimioterapéuticas, la terapia con inmunotoxinas también tiene inconvenientes significativos cuando se aplica a los 
tumores sólidos. Por ejemplo, las células negativas para antígenos o deficientes en antígenos pueden sobrevivir y 
repoblar el tumor o producir metástasis posteriores. Otra razón de la resistencia de los tumores sólidos a las terapias 
que se basan en anticuerpos, es que la masa tumoral es generalmente impermeable a agentes macromoleculares 
tales como anticuerpos e inmunotoxinas. Tanto las distancias de difusión física como la presión intersticial dentro del 40
tumor son limitaciones significativas para este tipo de terapia.

Una estrategia de tratamiento mejorada es actuar sobre el sistema vascular de los tumores sólidos. El actuar sobre 
los vasos sanguíneos de los tumores, en lugar de sobre las propias células tumorales, tiene ciertas ventajas ya que 
no es probable que conduzca al desarrollo de células tumorales resistentes, y que las células diana son fácilmente 
accesibles. Además, la destrucción de los vasos sanguíneos conduce a una amplificación del efecto antitumoral, ya 45
que muchas células tumorales dependen de solo vaso para conseguir su oxígeno y sus nutrientes. En las patentes 
de Estados Unidos nº: 5.855.866, 5.965.132, 6.261.535, 6.051.230 y 6.451.312, se describen ejemplos de agentes 
que actúan sobre el sistema vascular (VTA, del inglés vascular targeting agents), que describen la liberación dirigida 
de agentes anticelulares y toxinas en marcadores del sistema vascular tumoral.

Otra versión eficaz de la estrategia que actúa sobre el sistema vascular es dirigir un factor de coagulación a un 50
marcador expresado o adsorbido dentro del sistema vascular del tumor o estroma (Huang et al., 1997; patentes de 
Estados Unidos nº: 6.093.399, 6.004.555, 5.877.289, y 6.036.955). La liberación de coagulantes, en lugar de toxinas, 
en el sistema vascular tumoral tiene las ventajas adicionales de una menor inmunogenicidad e incluso un menor 
riesgo de efectos secundarios tóxicos. Como se desvela en la patente de Estados Unidos nº: 5.877.289, un factor de 
coagulación preferido que se usa en dichos “coaguligandos” específicos de tumor, es una versión truncada de la 55
proteína inductora de la coagulación humana, el factor tisular (TF), el mayor iniciador de la coagulación sanguínea.
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Más recientemente, la fosfatidilserina (PS) se identificó como un marcador especifico del sistema vascular tumoral 
(Ran et al., 1998). Esto condujo al desarrollo de nuevos inmunoconjugados anti-PS para suministrar agentes 
anticelulares, toxinas y factores de coagulación a vasos sanguíneos tumorales (patentes de Estados Unidos nº: 
6.312.694, 6.783.760 y 6.818.213). Además, se descubrió que los anticuerpos no conjugados con PS ejercían un 
efecto anticanceroso sin conectarse a ningún agente terapéutico, lo cual se dio a conocer como la estrategia de 5
“anticuerpo desnudo” de fosfatidilserina que actúa sobre el sistema vascular tumoral y su tratamiento (patente de 
Estados Unidos nº: 6.406.693).

Aunque los métodos anteriores han promovido la técnica del tratamiento de tumores, se necesita desarrollar agentes 
adicionales terapéuticos y que actúen sobre el sistema vascular para ampliar el número y la eficacia de las opciones 
terapéuticas. Un avance importante sería la identificación de un grupo de agentes terapéuticos con propiedades 10
anticancerosas y efectos terapéuticos en otros sistemas, tales como en el tratamiento de infecciones víricas. La 
generación de nuevas construcciones dirigidas que puede realizarse a partir de dos componentes humanos, 
particularmente los que no dependen del uso de anticuerpos para el direccionamiento, sería un desarrollo 
significativo, al proporcionar mayor seguridad. El diseño y el desarrollo de nuevos agentes que potencien la 
respuesta del propio paciente contra la enfermedad, es decir, que aumenten las funciones efectoras del hospedador, 15
tendrían un gran valor para maximizar las respuestas terapéuticas, particularmente cuando pudiese hacerse uso de 
los mismos mecanismos contra el cáncer y otras enfermedades, tales como infecciones e infecciones víricas.

Sumario de la invención

La presente invención satisface las necesidades anteriores y otras necesidades de la técnica anterior 
proporcionando nuevas construcciones, composiciones, sus usos y combinaciones para actuar sobre el sistema 20
vascular del tumor y para el tratamiento del cáncer, y para tratar infecciones víricas y otras enfermedades. La 
invención proporciona particularmente nuevas construcciones de unión a fosfatidilserina con sorprendentes 
combinaciones de propiedades, que se unen eficazmente a dianas de fosfatidilserina en enfermedades y potencian 
su destrucción, tal como por medio del aumento de las funciones efectoras del hospedador. También se proporciona 
una serie de composiciones conjugadas, en las que las nuevas construcciones están conectadas con agentes 25
biológicos, de diagnóstico y terapéuticos adicionales, que pueden suministrarse específicamente en sitios con
enfermedad. La invención también proporciona usos eficaces de las nuevas construcciones y conjugados y 
combinaciones de los mismos actuando sobre el sistema vascular tumoral, para el tratamiento de cánceres y para 
tratar infecciones víricas y otras enfermedades.

En un primer aspecto de la presente invención, se proporciona una construcción como se expone en la 30
reivindicación 1.

También se proporciona el uso de una construcción de la presente invención en terapia.

En un aspecto adicional se proporciona el uso de una construcción de la presente invención en el tratamiento o en la 
prevención de un cáncer.

También se proporciona el uso de la construcción de la presente invención para su uso en el tratamiento o en la 35
prevención de una infección vírica o enfermedad.

Como se usan a lo largo de toda la solicitud, los términos “un”, “uno” y “una” se usan en el sentido de que significan 
“al menos uno(a)”, “al menos un(a) primer(a)”, “uno(a) o más” o “una pluralidad” de los componentes o etapas que se 
mencionan, excepto en casos en los que posteriormente se indique de forma específica un límite superior. Por lo 
tanto, una “construcción”, como se usa en el presente documento, significa “al menos una primera construcción”. Los 40
límites y parámetros operativos de combinaciones, así como las cantidades de cualquier agente individual, serán 
conocidos por los expertos habituales en la materia a la luz de la presente divulgación.

Receptorcuerpos y betacuerpos: La invención proporciona en primer lugar, una serie de composiciones de
construcciones de unión a fosfatidilserina, donde las construcciones comprenden al menos una primera proteína, 
polipéptido o receptor de unión a fosfatidilserina conectado operativamente a al menos una primera región Fc de 45
anticuerpo. La adhesión de una proteína, polipéptido o “receptor” de unión a fosfatidilserina con una región Fc de 
“anticuerpo” da lugar a los términos “receptorcuerpo” y “receptorcuerpos”, que se usan en el presente documento 
para hacer referencia a las construcciones de Fc de unión a fosfatidilserina de la invención.

Las construcciones o los receptorcuerpos de la invención típicamente comprenden al menos una primera región Fc 
de anticuerpo conectada operativamente a al menos una primera proteína o polipéptido, receptor, ligando o péptido 50
de unión a fosfatidilserina. En el presente documento, la expresión “proteína de unión a fosfatidilserina” se usa de 
manera concisa para hacer referencia a todas las proteínas, polipéptidos, receptores, ligandos y péptidos de unión a 
fosfatidilserina.

En muchas realizaciones, la “proteína de unión a fosfatidilserina” conservará la propiedad de unión a fosfatidilserina
cuando se conecta a una región Fc de anticuerpo para formar una construcción de la invención. Naturalmente, la 55
conservación de la función de unión a fosfatidilserina es importante en las construcciones destinadas al uso en el
direccionamiento de la fosfatidilserina expuesta en sitios enfermos. Sin embargo, no todas las realizaciones de la 
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divulgación están limitadas a proteínas de unión a fosfatidilserina que conservan las propiedades de unión a 
fosfatidilserina cuando se conectan a una región Fc de anticuerpo.

En especial, la solicitud desvela una región Fc de anticuerpo ligada a “β2-glucoproteína I con muesca” donde la β2-
glucoproteína I con muesca ya no se une a la fosfatidilserina (véase más adelante). Como se sabe que la β2-
glucoproteína I con muesca es un inhibidor de la angiogénesis (publicación de la solicitud de patente de Estados 5
Unidos nº US 2003/0219406), la “Fc-β2 con muesca” de la presente divulgación será útil como inhibidor de la 
angiogénesis y tiene la ventaja de tener una mayor semivida y funciones efectoras adicionales, si es necesario.

Por consiguiente, la expresión “proteína de unión a fosfatidilserina” se refiere al origen de la proteína, polipéptido, 
receptor, ligando o péptido para su uso en las construcciones de la invención, a pesar de que algunas 
construcciones de la divulgación no se unirán a fosfatidilserina y seguirán teniendo usos terapéuticos y biológicos 10
importantes, como se ha indicado anteriormente. Es decir, la β2-glucoproteína I se conoce como una proteína de 
unión a fosfatidilserina y la β2 con muesca ya no se une a fosfatidilserina.

En términos de la unión a fosfatidilserina, las proteínas de unión a fosfatidilserina originales y las proteínas de unión 
a fosfatidilserina de las construcciones resultantes se unirán a fosfatidilserina en condiciones biológicamente 
apropiadas, preferentemente en condiciones fisiológicas. Dichas propiedades de unión a fosfatidilserina15
opcionalmente pueden unirse opcionalmente a otros fosfolípidos aniónicos, en condiciones biológicamente 
apropiadas, preferentemente en condiciones fisiológicas.

En ciertas realizaciones preferidas, las proteínas de unión a fosfatidilserina de las construcciones sustancialmente no 
se unen al aminofosfolípido, fosfatidiletanolamina (PE). En otras realizaciones preferidas, las proteínas de unión a 
fosfatidilserina de las construcciones no muestran unión detectable a fosfatidiletanolamina.20

En las construcciones de la divulgación puede usarse una gama de proteínas de unión a fosfatidilserina. Ciertas 
proteínas de unión a fosfatidilserina ejemplares que pueden usarse incluyen proteína C, proteína S, Factor II 
(protrombina), Factor V, Factor VII, Factor IX o Factor X.

Otras proteínas de unión a fosfatidilserina ejemplares que pueden usarse incluyen Mer, un receptor eliminador de 
unión a PS, integrina α5β3, el receptor del complemento CR3, el receptor del complemento CR4 y el receptor de25
fosfatidilserina, PSr (Balasubramanian y Schroit, 2003, véase la Tabla 2 en particular).

Otras proteínas de unión a fosfatidilserina ejemplares que pueden usarse en las construcciones de la divulgación 
son anexinas, preferentemente la anexina V, que se contemplan particularmente para su uso en ciertas 
realizaciones, tales como en conjugados, liposomas y similares, adicionales. Sin embargo, en ciertas realizaciones, 
la presente invención proporciona construcciones que comprenden una región Fc de anticuerpo conectada30
operativamente a al menos una primera proteína de unión a fosfatidilserina, donde dicha proteína de unión a 
fosfatidilserina no es una anexina o un fragmento de unión a fosfatidilserina de la misma, es decir, no es anexina V o 
un fragmento de unión a fosfatidilserina de la misma.

Son ejemplos preferidos de proteínas, polipéptidos y péptidos de unión a fosfatidilserina para su uso en las 
construcciones de la invención las proteínas, los polipéptidos y los péptidos Beta2-glucoproteína I (β2-glucoproteína35
I o β2GP1). La adhesión de una proteína, polipéptido o péptido de unión a β2-glucoproteína I con una región Fc de 
“anticuerpo” da lugar a los términos “betacuerpo” y “betacuerpos”, que se usan en el presente documento para hacer 
referencia a las construcciones Fc-β2GP1 preferidas de la invención.

La β2GP1, anteriormente conocida como apolipoproteína H, es una glucoproteína plasmática de 50 kDa que se une 
a la fosfatidilserina. Se conocen las secuencias de ADN y de aminoácidos de la β2GPI de diversas especies de 40
mamífero, incluyendo la β2GPI de ratón, rata, perro, vaca, chimpancé y humano. La β2GP1 tiene cinco dominios, I, 
II, III, IV y V, y la estructura de los dominios está conservada entre los mamíferos, como se representa por los 
dominios I-V de la β2GPI de ratón y de ser humano mostrada en las Figs. 18A y 18B, respectivamente.

La β2GP1 se une a la fosfatidilserina a través de su dominio C-terminal, el dominio V. Como se conoce la región (o 
regiones) de unión a fosfatidilserina y los lípidos del dominio V de la β2GPI, la parte de unión a fosfatidilserina de las 45
construcciones de la invención solo debe contener “una región de unión a lípidos del dominio V de β2GPI”.

Haciendo referencia ejemplar a la secuencia de aminoácidos de la β2GPI humana proporcionada en el presente 
documento como SEQ ID NO: 22 (Número de Registro 1C1ZA), como se muestra en la Fig. 18B, y la secuencia de 
la β2GPI de ratón homóloga mostrada en la Fig. 18A, las regiones de unión a lípidos del dominio V de la β2GPI
incluyen un grupo de aminoácidos cargados positivamente (282-287) y una región hidrófoba conservada (311-317) 50
responsable de la unión de β2GPI a fosfolípidos aniónicos (en cursiva y subrayados y en cursiva y doblemente 
subrayados en la FIG. 18B y en la FIG. 18A).

Por consiguiente, en ciertas realizaciones, la parte de unión a fosfatidilserina de las construcciones de la invención 
comprenderá un péptido que tiene una secuencia de aminoácidos como la indicada por los aminoácidos 282-287 de 
la SEQ ID NO: 22 o un péptido que tiene una secuencia de aminoácidos como la indicada por los aminoácidos 311-55
317 de la SEQ ID NO: 22. En otras realizaciones, la parte de unión a fosfatidilserina de las construcciones de la 
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invención comprenderá un péptido que abarca estas regiones, es decir, un péptido que tiene la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 24 (de ser humano) o un péptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ 
ID NO: 20 (de ratón).

Como los péptidos y polipéptidos más pequeños anteriores pueden no ser óptimos, otras construcciones preferidas 
de la invención son aquellas en las que la parte de unión a fosfatidilserina es un polipéptido de β2GPI que contiene 5
el dominio V completo o intacto de la β2GPI, incluyendo polipéptidos de β2GPI que comprenden al menos el dominio 
V y los que contienen solo el dominio V.

Aunque no hay ningún problema con respecto a la seguridad de los métodos de la presente invención, los 
anticuerpos de los pacientes con el síndrome(s) antifosfolípido o APS (por anti-phospholipid syndrome) normalmente
reconocen el dominio I de la β2GPI (de Laat et al., 2005a). Los anticuerpos que reconocen el dominio II de la β2GPI 10
no son patógenos. Por lo tanto, en ciertas realizaciones, la parte de unión a fosfatidilserina de las construcciones de 
la invención puede comprenden un polipéptido de β2GPI que comprende al menos una región de unión a lípidos del 
dominio V de β2GPI y que sustancialmente carece del dominio I de β2GPI. En realizaciones preferidas, estas 
construcciones comprenderán un polipéptido de β2GPI que comprende al menos el dominio V de la β2GPI y que 
carece sustancialmente del dominio I de la β2GPI.15

En el presente documento se proporcionan secuencias de ADN y de aminoácidos ejemplares de β2GPI, incluyendo 
la secuencia de aminoácidos de la β2GPI humana de la SEQ ID NO: 22 (nº de Registro 1C1ZA), como se muestra 
en la FIG. 18B, y la secuencia de aminoácidos de la β2GPI de ratón homóloga mostrada en la FIG. 18A (la 
secuencia de un plásmido de expresión que codifica una construcción Fc- β2GPI ejemplar de la invención también 
se proporciona como SEQ ID NO: 25). Haciendo referencia a estas figuras, a las secuencias y a los números de 20
registro, opcionalmente a la luz de los ejemplos de trabajo del presente documento, los expertos habituales en la 
materia podrán preparar y usar una serie de polipéptidos que comprendan al menos el dominio V de la β2GPI.

Como se ha indicado anteriormente, ciertos polipéptidos de β2GPI preferidos comprenderán al menos el dominio V 
de β2GPI y carecerán sustancialmente del dominio I de β2GPI. Los polipéptidos de β2GPI de acuerdo con esta 
descripción pueden comprender al menos el dominio IV y el dominio V de β2GPI; comprender al menos el dominio 25
III, el dominio IV y el dominio V de β2GPI; o pueden comprender el dominio II, el dominio III, el dominio IV y el 
dominio V de β2GPI.

Sin embargo, la presencia del dominio I de β2GPI no será un inconveniente significativo en el uso de la invención, y 
puede ser conveniente para preparar construcciones en las que el polipéptido de β2GPI comprende el dominio I, por 
ejemplo, para facilitar su preparación y uso. Por consiguiente, la invención comprende además construcciones en las 30
que la parte de unión a fosfatidilserina es un polipéptido de β2GPI de longitud completa, es decir, un polipéptido de 
β2GPI que comprende el dominio I, el dominio II, el dominio III, el dominio IV y el dominio V. Un polipéptido de 
β2GPI de longitud completa puede ser un polipéptido de β2GPI humano que comprende la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 22.

En ciertas realizaciones de la invención, es importante que la construcción conserve las funciones de unión a 35
fosfatidilserina cuando dicha al menos una primera proteína de unión a fosfatidilserina se une a la región Fc, 
particularmente cuando se pretende que la construcción se use actuando sobre la fosfatidilserina expuesta en sitios 
con enfermedad. Un ejemplo de la divulgación, cuando la unión a fosfatidilserina no es necesaria, es cuando al 
menos un primer polipéptido de β2GPI con muesca está conectado a una región Fc de anticuerpo, que tendrá uso 
como un inhibidor de la angiogénesis.40

Un polipéptido de β2GPI “con muesca” es cuando en la secuencia de β2GPI se ha efectuado una muesca o un corte 
enzimático (nicked), tal como mediante escisión con la enzima plasmina, en el sitio de escisión Lys317/Thr318. Una 
construcción que comprende un “polipéptido de β2GPI con muesca”, como se usa en el presente documento, puede 
contener solo un dominio V con muesca. Como alternativa, un polipéptido de β2GPI con muesca puede comprender 
“al menos un dominio V con muesca”, de tal forma que el polipéptido puede comprender un dominio V con muesca 45
junto con uno cualquiera o más de los dominios IV, III, II y I.

Cuando se requiere conservar la unión a fosfatidilserina en una construcción de la invención, la presente invención 
proporciona características adicionales, sorprendentes y ventajosas, en relación con el uso de polipéptidos de β2GPI 
unidos a una región Fc. Sorprendentemente, se descubrió que cuando una región Fc de anticuerpo se conectaba
operativamente a dos polipéptidos de β2GPI, el polipéptido de β2GPI formaba un dímero en la construcción Fc-50
β2GPI resultante y la construcción dimérica se unía eficazmente a fosfatidilserina.

De esta manera, son realizaciones adicionales de la invención aquellas en las que una región Fc de anticuerpo está 
conectada operativamente a dos polipéptidos de β2GPI, donde cada polipéptido de β2GPI comprende al menos el 
dominio V de β2GPI. Más preferentemente, donde la región Fc de anticuerpo está conectada operativamente a dos 
polipéptidos de β2GPI, comprendiendo cada uno al menos el dominio V de β2GPI, y donde los polipéptidos de 55
β2GPI forman un dímero cuando se conectan a la región Fc. Preferentemente, donde la región FC de anticuerpo 
está conectada operativamente a dos polipéptidos de β2GPI, comprendiendo cada uno al menos el dominio V de 
β2GPI, y donde los polipéptidos de β2GPI forman un dímero cuando se conectan a la región Fc y donde la 
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construcción resultante se une a fosfatidilserina, es decir, los polipéptidos de β2GPI forman un dímero y se unen a 
fosfatidilserina cuando se conectan a la región Fc.

Además, preferentemente donde una región FC de anticuerpo está conectada operativamente a dos polipéptidos de 
β2GPI; donde cada uno de los polipéptidos de β2GPI comprende al menos el dominio V de β2GPI y carece 
sustancialmente del dominio I de β2GPI; y donde los polipéptidos de β2GPI forman un dímero y se unen a la 5
fosfatidilserina cuando se conectan a la región Fc. Además, preferentemente donde el primer y el segundo 
polipéptidos de β2GPI, que comprenden cada uno al menos el dominio V de β2GPI están unidos operativamente a la 
región FC de anticuerpo, formando de esta manera un dímero Fc- β2GPI.

Sin embargo, aun cuando se requiere la unión a fosfatidilserina en una construcción de la divulgación que contiene 
β2GPI, no es necesario que la construcción comprenda dos polipéptidos de β2GPI, ni que cualquiera de dos o más 10
polipéptidos de β2GPI formen un dímero cuando se conectan a la región Fc. Por ejemplo, una región Fc puede 
conectarse a un solo polipéptido de β2GPI, o a dos o más polipéptidos de β2GPI que no forman un dímero cuando 
se conectan, y las construcciones resultantes pueden incluso usarse para unirse a fosfatidilserina, por ejemplo, 
mediante la formulación en un armazón que proporcione la valencia requerida. Son ejemplos de dichas 
formulaciones o armazones las nanopartículas, los liposomas y similares, que contienen las construcciones.15

Para uso en seres humanos, cualquier proteína de unión a fosfatidilserina, tal como uno o más polipéptidos de 
β2GPI, tiene que ser una proteína de unión a fosfatidilserina humana, tal como uno o más polipéptidos de β2GPI 
humanos. Como también pueden usarse regiones FC humanas, esto tiene la ventaja de proporcionar un agente 
terapéutico totalmente humano, que reduciría los efectos secundarios, tales como los asociados con la 
inmunogenicidad.20

Las regiones Fc para su uso en la invención proceden de un anticuerpo o “inmunoglobulina”, incluyendo anticuerpos 
policlonales y monoclonales. La región Fc proporciona a la construcción resultante la capacidad de estimular las 
funciones efectoras del hospedador, para potenciar el tratamiento de la enfermedad.

Aunque se prefieren regiones Fc humanas para su uso en seres humanos, pueden usarse regiones Fc de otras 
fuentes, tales como de ratón, rata, hámster, conejo, mono y similares. Para el ensayo preclínico, tanto la región Fc 25
como la proteína de unión a fosfatidilserina pueden seleccionarse de la misma especie animal en la que se va a 
realizar el ensayo preclínico, por ejemplo, una región Fc de ratón y un polipéptido de β2GPI de ratón.

En la técnica, los anticuerpos típicamente se representan como moléculas con forma de “Y”, que constan de cuatro 
polipéptidos - dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras. La región de unión al antígeno o región “variable”, que 
proporciona al anticuerpo su especificidad por el antígeno de unión, reside en los extremos de las cadenas ligera y 30
pesada. El tratamiento de un anticuerpo con una proteasa puede escindir esta región, produciendo regiones, 
dominios o fragmentos Fab (“fragmento de unión a antígeno”) y Fc (fragmento cristalizable) distintos. Por 
consiguiente, el término “Fc” se usa en la técnica para hacer referencia a una región, dominio o fragmento de 
anticuerpo, “sin una región, dominio o fragmento de unión a antígeno”. Este es el significado deseado en la presente 
solicitud, de tal forma que la “región Fc” de las construcciones es una región, dominio o fragmento de anticuerpo 35
“que no comprende una región, dominio o fragmento de unión a antígeno”, es decir, que no se une específicamente
a un antígeno. De esta manera, la invención proporciona construcciones con funciones efectoras no complicadas por 
problemas de direccionamiento.

Las regiones constantes determinan el mecanismo usado para destruir un antígeno, es decir, contienen 
determinantes de la función efectora. Los anticuerpos se dividen en cinco clases principales, IgM, IgG, IgA, IgD e 40
IgE, basándose en su estructura de región constante y función inmunitaria. Los dominios constantes de la cadena 
pesada que corresponden a las clases de diferencia de las inmunoglobulinas se denominan μ, γ, α, δ y ε 
respectivamente. Varios de estos se dividen adicionalmente en subclases o isotipos, tales como IgG1, IgG2, IgG3, e 
IgG4. Las estructuras de subunidad de las diferentes clases de inmunoglobulinas son bien conocidas. Las regiones 
constantes de las cadenas pesadas γ, α y δ tienen tres dominios, mientras que la región constante de las cadenas 45
pesadas μ y ε tienen cuatro dominios.

En las construcciones de la invención, se prefiere usar una región Fc de anticuerpo que tiene una bisagra de 
anticuerpo y dominios constantes de cadena pesada de anticuerpo CH2 y CH3. La bisagra de anticuerpo puede ser 
importante por consideraciones estructurales, tales como la flexibilidad, que puede facilitar la formación de un dímero 
cuando se unen dos o más proteínas de unión a fosfatidilserina, tales como dos o más polipéptidos de β2GPI. La 50
región de bisagra y el enlace de bisagra o la región de bisagra inferior también pueden proporcionar funciones 
efectoras. Aunque no es necesario, la región Fc de las construcciones también puede comprender al menos uno de 
los dominios constantes de cadena pesada de anticuerpo CH1 o CH4.

A la luz de las funciones efectoras proporcionadas, tales como la activación del complemento (unión a C1q), unión al 
receptor Fc, y la capacidad de estimular eficazmente procesos tales como ADCC y la lisis celular (Bruggemann et 55
al., 1987, Riechmann et al. 1988; Clark, 1997; Padlan, 1994), actualmente se prefiere que la región Fc del anticuerpo 
sea una región Fc procedente de un anticuerpo lgG1 (γ1) humano o lgG3 (γ3) humano. Para un anticuerpo de ratón, 
la región Fc es, preferentemente, una región Fc de un anticuerpo lgG2a (γ2a) de ratón o lgG2b (γ2b) de ratón.
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La región Fc del anticuerpo se conectará, asociará o conjugará con la al menos una primera proteína de unión a 
fosfatidilserina, tal como un polipéptido de β2GPI, por cualquier medio operativo. Por ejemplo, mediante un enlace 
covalente directo, tal como mediante un reticulante químico, o donde la región Fc del anticuerpo y la proteína de 
unión a fosfatidilserina se preparan por expresión recombinante como una proteína de fusión. Puede usarse la
conexión indirecta, tal como avidina-biotina y otros enlaces de este tipo.5

La región Fc y la proteína de unión a fosfatidilserina se conectan operativamente o se conjugan, de tal forma que 
cada una de la región Fc y la proteína de unión a fosfatidilserina actúen cumplidamente, según se espera, después 
de la conexión y de la conjugación. Por ejemplo, conectado “operativamente “significa que la región Fc conserva 
sustancialmente las funciones efectoras deseadas, y la unión a fosfatidilserina cuando se desee, o la actividad 
antiangiogénica.10

En ciertas realizaciones, la “conexión operativa” comprenderá la conexión de proteínas de unión a fosfatidilserina a 
la región Fc de una manera eficaz para permitir que las proteínas de unión a fosfatidilserina formen un dímero 
cuando se conectan, particularmente cuando las proteínas de unión a fosfatidilserina son dos o más polipéptidos de 
β2GPI. En otras realizaciones, la conexión operativa producirá el agrupamiento de proteínas de unión a 
fosfatidilserina.15

Cuando la proteína de unión a fosfatidilserina seleccionada es un polipéptido β2GPI, y/o cuando la dimerización en 
la región Fc se desea particularmente, actualmente se prefiere usar la región Fc como la parte N-terminal de la 
construcción y conectar las proteínas de unión a fosfatidilserina o polipéptidos de β2GPI para convertirse en la parte 
C-terminal de la construcción (FIG. 16).

Sin embargo, se contemplan otros esquemas para la conexión operativa, de tal forma que las proteínas de unión a 20
fosfatidilserina o polipéptidos de β2GPI se conviertan en la parte C-terminal de la construcción, es decir, se inserten 
en lugar de una región de unión a antígeno o en lugar de un dominio CH1 y una región de unión a antígeno. En 
dichas realizaciones, puede preferirse usar un péptido o enlazador químico que proporcione flexibilidad adicional a la 
construcción resultante, tal como, por ejemplo, un enlazador peptídico con cuatro restos de glutamina y un resto de 
serina (enlazador flexible G4S).25

Después de la conexión operativa de los dos o más componentes, la construcción resultante presentará propiedades 
biológicas deseadas. Las propiedades biológicas deseadas ilustrativas en la construcción en su conjunto incluyen, 
unión a fosfatidilserina; estimulación de las funciones efectoras del hospedador; direccionamiento a fosfatidilserina 
en células activadas, tales como células endoteliales, células tumorales o células infectadas por virus, activadas, en 
división, dañadas o apoptóticas; localización en sitios diana, tales como vasos sanguíneos de tumores y células 30
tumorales; y ejercer efectos terapéuticos, tales como efectos anticancerosos y/o antivíricos. 

Las propiedades biológicas de la construcción resultante también incluirán, preferentemente, características de 
seguridad deseadas. Por ejemplo, preferentemente, la construcción no producirá daños, de un modo significativo, a
células inactivas, inhibirá, de un modo significativo, reacciones de coagulación in vitro, producirá una trombosis 
significativa in vivo o tendrá actividades anticoagulantes de lupus significativas.35

Por lo tanto, la presente invención proporciona nuevas construcciones de receptorcuerpo y betacuerpo eficaces en el 
tratamiento de cánceres, infecciones víricas y otras enfermedades. Estas construcciones incluyen las que se unen 
eficazmente a dianas de fosfatidilserina en enfermedades y potencian su destrucción al aumentar las funciones 
efectoras del hospedador.

Conjugados adicionales, composiciones y kits: sin embargo, aunque es muy eficaz de forma individual, la 40
presente invención también proporciona además conjugados, composiciones y métodos relacionados en los que las 
construcciones, receptorcuerpos y betacuerpos de la invención se conectan adicionalmente a otros agentes 
biológicos, de diagnóstico y terapéuticos adicionales. Dichos “conjugados adicionales” de la invención son “agentes 
trifuncionales” ya que tienen las tres propiedades de unirse a fosfatidilserina, estimular las funciones efectoras del 
hospedador y liberar el agente terapéutico, de diagnóstico o biológico conectado a la diana deseada.45

En las siguientes descripciones de los conjugados, composiciones, agentes farmacéuticos, combinaciones, cocteles, 
kits, primer y segundo usos médicos y todos los métodos de acuerdo con la invención, las “construcciones” incluyen 
todas las construcciones, receptorcuerpos y betacuerpos de la invención primaria descrita anteriormente.

En las realizaciones adicionales de conjugados, la invención proporciona además nuevas categorías de conjugados, 
composiciones, kits y métodos en los que la construcción original, el receptorcuerpo o betacuerpo está conectado50
operativamente a un agente biológico, de diagnóstico o terapéutico “adicional” o exógeno. El agente biológico, de 
diagnóstico o terapéutico “exógeno” es “un agente distinto del dominio Fc ya presente en la construcción original”.

El “agente biológico” adicional o exógeno no necesita ser directamente un agente terapéutico o de diagnóstico. Por 
ejemplo, como la invención puede usarse en relación con profármacos, incluyendo realizaciones de ADEPT, el 
agente biológico puede ser un agente, preferentemente una enzima, que escinde un profármaco sustancialmente55
inactivo para liberar un fármaco sustancialmente activo. Dichos agentes y enzimas se describen más adelante en 
relación con el profármaco y realizaciones del método de ADEPT.
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En lo referente a “agentes de diagnóstico”, son agentes de diagnóstico preferidos para la conexión, agentes de 
diagnóstico, de formación de imágenes o detectables in vivo. Dichos conjugados de diagnóstico pueden usarse para 
formar imágenes de células preapoptóticas y apoptóticas en una serie de enfermedades, en la formación de 
imágenes y el tratamiento combinado de tumores, y en métodos para usar la invención como un marcador 
secundario para monitorizar la quimioterapia. Los agentes de diagnóstico preferidos incluyen un compuesto 5
detectable por rayos X, un ion radioactivo, un isótopo de resonancia de espín magnético nuclear y un agente CEST o 
paraCEST.

Los marcadores detectables adecuados incluyen un compuesto detectable por rayos X, tal como bismuto (III), oro 
(III), lantano (III), o plomo (II); un ion radiactivo, tal como cobre67, galio67, galio68, indio111, indio113, yodo123, yodo125, 
yodo131, mercurio197, mercurio203, renio186, renio188, rubidio97, rubidio103, tecnecio99m o itrio90;un isótopo de resonancia 10
de spin magnética nuclear, tal como cobalto (II), cobre (II), cromo (III), disprosio (III), erbio (III), gadolinio (III), holmio 
(III), hierro (II), hierro(III), manganeso (II), neodimio (III), níquel (II), samario (III), terbio (III), vanadio (II) o iterbio (III); 
o rodamina o fluoresceína.

En lo que se refiere a “agentes terapéuticos”, ciertos agentes terapéuticos preferidos son agentes citotóxicos, 
citoestáticos, anticelulares y anticancerosos. Por lo tanto, una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la 15
invención puede unirse a al menos un primer agente quimioterapéutico, agente antiangiogénico, agente de inducción 
de la apoptosis, fármaco antitubulina, antibiótico, radioisótopo o coagulante.

Dentro de los agentes citotóxicos, actualmente se prefirieren las toxinas de ricina, gelonina, abrina, de la difteria, 
pseudomonas y tosferina. De las citocinas y quimiocinas, son agentes actualmente preferidos IL-2, IL-12, TNF-α, 
interferón α (IFN-α) IFN-β, IFN-γ y LEC (quimiocina expresada en hígado). También se prefieren actualmente 20
inhibidores de la ATPasa de tipo V, tales como salicilihalamida, concanamicina o bafilomicina, así como inhibidores 
de la síntesis de proteínas, tales como simberina, pederina e irciniastatina A.

Son agentes anticancerosos actualmente preferidos el taxol, docetaxel, paclitaxel, cisplatino, gemcitabina, una 
combretastatina, doxorrubicina y adriamicina. También se prefieren actualmente radioisótopos de arsénico como 
agentes adicionales o exógenos. En cuanto a coagulantes, actualmente se prefiere el factor tisular truncado.25

Una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención también puede conectarse operativamente además a 
un agente o fármaco antivírico, tal como un inhibidor nucleosídico de la transcriptasa inversa, un inhibidor no 
nucleosídico de la transcriptasa inversa o un inhibidor de proteasa. Actualmente, como agentes antivíricos exógenos 
se prefieren AZT, cidofovir y ribavirina.

De nuevo, en las realizaciones adicionales de conjugados, el término “conjugado” se usa para definir la asociación 30
operativa de la construcción original, receptorcuerpo o betacuerpo y el agente adicional, y no pretende referirse 
únicamente a cualquier tipo de asociación operativa, y particularmente no se limita a la “conjugación” química. De 
nuevo pueden usarse proteínas de fusión recombinantes. Será adecuado cualquier modo de conexión, siempre que 
la proteína de unión a fosfatidilserina, la región Fc y el agente, o los agentes, conectados adicionales, actúen 
cumplidamente, como se desea, particularmente cuando se liberan en un sitio diana in vivo.35

Cuando se usa un polipéptido β2GPI como la proteína de unión a fosfatidilserina de una construcción, generalmente 
se preferirá no conectar ningún agente adicional en el dominio V de β2GPI, o al menos no dentro de la región o 
regiones de unión a lípidos del dominio V. Por tanto, en ciertas realizaciones, tales como las ilustradas en la FIG. 16, 
se prefiere, por simplicidad, conectar operativamente cualquier agente adicional a la parte N-terminal de la 
construcción, es decir, hacia la bisagra o área CH2.40

La invención también proporciona composiciones que comprenden una cantidad biológicamente eficaz de al menos 
una primera construcción, receptorcuerpo o betacuerpo. Las composiciones preferidas son “composiciones 
farmacéuticas” que comprenden, en un vehículo farmacéuticamente aceptable, una cantidad biológica o 
terapéuticamente eficaz de al menos una primera construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, o un 
conjugado de los mismos. Estas composiciones están destinadas al uso farmacéutico, farmacológico, terapéutico, 45
médico y veterinario, preferentemente para el uso en el tratamiento de cánceres e infecciones víricas.

Las composiciones farmacéuticas incluyen las formuladas para administración parenteral, tales como para 
administración intravenosa, o para administración como un liposoma o como un aerosol. Las formulaciones de 
aerosol son particularmente adecuadas para el tratamiento de infecciones víricas. Las “cantidades biológica o 
terapéuticamente eficaces” en las composiciones farmacéuticas son cantidades eficaces para tratar una enfermedad 50
o un trastorno, particularmente cantidades eficaces para tratar cánceres o una infecciones víricas.

Aunque son exclusivamente eficaces, las diversas construcciones, receptorcuerpos o betacuerpos de la invención, y 
sus conjugados, y los métodos relacionados de la invención, también pueden usarse ventajosamente en 
combinación con otros agentes y terapias para proporcionar composiciones, agentes farmacéuticos y kits 
combinados de la invención y métodos de tratamiento combinados relacionados. Por lo tanto, en otras realizaciones, 55
la invención proporciona además composiciones, métodos y kits combinados particulares, por ejemplo, para el 
tratamiento de cánceres y para el tratamiento antivírico, que se han seleccionado porque, de manera sorprendente, 
funcionan bien juntos, como se explica con más detalle en el presente documento.
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De esta manera, los aspectos de la invención incluyen además composiciones, composiciones farmacéuticas, 
combinaciones, mezclas, medicamentos y/o cócteles medicinales de agentes, que comprenden al menos una 
primera construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, o un conjugado de los mismos, en combinación 
con una cantidad biológica o terapéuticamente eficaz de al menos un segundo agente biológico. Todas estas 
combinaciones comprenden preferentemente “cantidades biológica o terapéuticamente eficaces combinadas”, tales 5
como una cantidad combinada eficaz para tratar una enfermedad, tal como para tratar un cáncer o una infección 
vírica.

En las composiciones, aunque no necesariamente, el “al menos un segundo agente biológico” será, con frecuencia, 
un agente de diagnóstico o terapéutico. Por ejemplo, el segundo agente biológico puede ser un componente de una 
composición farmacéutica, tal como un agente de dispersión o un agente de retraso de la absorción. Otros agentes 10
biológicos, tales como agentes para fabricar conjugados y profármacos para su uso en métodos de profármacos y 
ADEPT, y agentes de diagnóstico, preferentemente se mantienen en combinación, pero por separado, de la primera 
composición de la invención y por lo tanto se analizan más adelante haciendo referencia a los kits de la invención. 
“En combinación, pero por separado” significa muy cerca entre sí, pero sin formar parte de la misma composición, tal 
como sin formar parte de la misma solución o composición farmacéutica.15

En cuanto al “al menos un segundo agente terapéutico”, el término “segundo” hace referencia a la construcción, 
receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, o conjugado de los mismos, que es el “primer” agente terapéutico.

Cuando la invención pretende usarse en el tratamiento de cánceres, el al menos un segundo agente terapéutico 
será, preferentemente, “al menos un segundo agente anticanceroso distinto”. El segundo agente anticanceroso, para 
su uso combinado, puede ser un agente radioterapéutico, quimioterapéutico, antiangiogénico o inductor de la 20
apoptosis, citocinas o anticuerpos o una construcción de anticuerpo-agente terapéutico que se une a una célula 
tumoral, a un antígeno intracelular liberado de una célula tumoral necrótica o a un componente del sistema vascular 
del tumor (es decir, inmunotoxinas anticancerosas o coaguligandos). La expresión “agente quimioterapéutico”, como 
se usa en el presente documento, incluye genes, vectores, construcciones antisentido y ribozimas.

Ciertos segundos agentes anticancerosos preferidos para uso combinado son los que complementan o potencian el 25
efecto terapéutico de la primera construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, o conjugado de los 
mismos, y/o los seleccionados para un tipo de tumor o paciente particular. Los “agentes terapéuticos que 
complementan o potencian el efecto terapéutico” incluyen agentes radioterapéuticos, agentes potenciadores de la 
permeabilidad vascular, agentes antiangiogénicos, agentes inductores de la apoptosis, ciertas citocinas, 
inmunotoxinas contra células tumorales, así como agentes quimioterapéuticos seleccionados. Los “agentes 30
quimioterapéuticos seleccionados” actualmente preferidos son agentes quimioterapéuticos con efectos 
antiangiogénicos, como los mostrados en la Tabla E; agentes quimioterapéuticos que inducen la apoptosis, como los 
mostrados en la Tabla F; agentes inductores del flujo de calcio, citocinas inflamatorias, H2O2, trombina y fármacos 
antitubulina de la familia de la combretastatina. La doxorrubicina, el etopósido y la actinomicina D son los más 
preferidos, siendo el docetaxel el más preferido.35

Cuando la invención se destina para el uso en el tratamiento vírico, el al menos un segundo agente terapéutico será 
preferentemente “al menos un segundo agente antivírico distinto”. Los segundos agentes antivíricos para uso 
combinado pueden seleccionarse de cualquiera agente antivírico o fármaco disponible en el momento de llevar a la 
práctica la invención, incluyendo la serie de agentes y fármacos antivíricos descritos en el presente documento para 
conectarse a las construcciones de la invención. Como ejemplo, fármacos antirretrovíricos, tales como NTRI, 40
inhibidores no nucleosídicos de la transcriptasa inversa e inhibidores de proteasa, agentes antivíricos como se indica 
en la Tabla G, y preferentemente AZT o cidofovir.

La invención proporciona además un liposoma, un vehículo lipídico, un complejo, una mezcla, un agregado 
multimolecular de estructura supramolecular o un sistema de liberación de fármacos basado en lípidos, que 
comprende al menos una primera construcción, receptorcuerpo, betacuerpo de la invención, o un conjugado de los45
mismos. El liposoma o la composición de tipo liposoma, puede estar en forma de una monocapa, bicapa, un 
agregado multimolecular, una vesícula, hélice, un disco, tubo, una fibra, un torus, una fase hexagonal, una fase de 
gel, una fase líquida cristalina, un agregado multimolecular líquido cristalino, una micela, una micela inversa, 
microemulsión, emulsión, un microdepósito, glóbulo de aceite, glóbulo de grasa, glóbulo de cera y/o una partícula 
coloidal.50

Los liposomas o composiciones de tipo liposoma generalmente comprenden una “membrana externa” o fase acuosa 
voluminosa y un “núcleo central” o fase acuosa interna. En realizaciones preferidas, el liposoma o la composición de 
tipo liposoma es un liposoma furtivo, un vehículo lipídico, un complejo, una mezcla, un agregado multimolecular de 
estructura supramolecular o un sistema de liberación de fármacos basado en lípidos. Los liposomas “furtivos o 
encubiertos” y las composiciones de tipo liposoma comprenden una cantidad biológicamente eficaz de al menos un 55
primer agente de encubrimiento en asociación operativa con la membrana externa. Un “agente de encubrimiento” es 
un componente que aumenta la semivida biológica de un liposoma o composición de tipo liposoma cuando se asocia 
operativamente con la membrana externa del liposoma o composición de tipo liposoma. En “asociación operativa”, la 
membrana externa del liposoma o de la composición de tipo liposoma está, preferentemente, “recubierta” con el uno 
o más agentes de encubrimiento. 60
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Los agentes de encubrimiento eficaces incluyen una serie de polímeros hidrófilos biocompatibles, tales como 
poliaminas, ácido poliláctico, ácido poliglicólico, ácido poliláctico-poliglicólico (PLGA), polipéptidos y materiales 
relacionados. Un agente de encubrimiento preferido es el polietilenglicol (PEG), donde los liposomas furtivos 
resultantes se denominan “liposomas PEGilados”.

Los liposomas preferidos de la invención son liposomas furtivos o PEGilados en los que al menos una primera 5
construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, o un conjugado de los mismos, está asociado 
operativamente con la membrana externa del liposoma, preferentemente donde el liposoma está “recubierto” con el 
mismo.

Los liposomas particularmente preferidos son liposomas tales como “recubiertos” y encubiertos o PEGilados en los 
que al menos un primer agente terapéutico, tal como un agente antivírico o preferentemente un agente 10
anticanceroso, está asociado operativamente con el liposoma o disperso en la formulación liposomal. 
Preferentemente, el agente terapéutico, antivírico o anticanceroso está asociado operativamente con, o se mantiene 
dentro, del núcleo central del liposoma. Son agentes anticancerosos ejemplares los radionúclidos y agentes 
quimioterapéuticos, tales como fármacos antitubulina, docetaxel y paclitaxel, siendo el docetaxel el preferido.

Otras realizaciones de la invención se refieren a kits que comprenden, en al menos una primera composición o 15
recipiente, al menos una primera construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, o un conjugado de los
mismos, en combinación con una cantidad biológica o terapéuticamente eficaz de al menos un segundo agente, 
componente o sistema biológico.

Los “segundos agentes, componentes o sistemas biológicos” no están limitados a agentes terapéuticos o de 
diagnóstico. Por ejemplo, los segundos agentes, componentes o sistemas biológicos pueden comprender 20
componentes para la modificación de la construcción y/o para conectar otros agentes. Ciertos segundos agentes, 
componentes o sistemas biológicos preferidos son profármacos o componentes para fabricar y usar profármacos, 
incluyendo componentes para fabricar el propio profármaco y componentes para adaptar las construcciones de la 
invención para que actúen en dichas realizaciones de profármaco o ADEPT.

El al menos un “segundo agente, componente o sistema de diagnóstico” puede ser un agente, componente o 25
sistema de diagnóstico, directa o indirectamente detectable mediante un ensayo de diagnóstico in vitro. Los “agentes 
indicadores directamente detectables in vitro” incluyen radiomarcadores, agentes indicadores detectables por 
inmunofluorescencia y luciferasa. Los “agentes indicadores indirectamente detectables in vitro” actúan junto con uno 
o más agentes exógenos adicionales, tales como enzimas detectables que producen un producto coloreado cuando 
entran en contacto con un sustrato cromogénico. Estos incluyen “anticuerpos secundarios”, que están conectados a 30
un agente detectable directo o indirecto, tal como un radiomarcador o enzima, y “sistemas de detección de 
anticuerpos secundarios y terciarios” en los que el anticuerpo terciario está conectado al agente detectable.

Son kits de diagnóstico preferidos de la invención los que comprenden un agente, componente o sistema de 
diagnóstico detectable por diagnosis o formación de imágenes in vivo. Una ventaja de las realizaciones de formación 
de imágenes de la invención es que la misma construcción puede usarse para formar imágenes y para el 35
tratamiento. Por lo tanto, la invención proporciona kits y medicamentos que comprenden:

(a) una primera composición farmacéutica que comprende una cantidad, eficaz desde el punto de vista del 
diagnóstico, de una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, conectada operativamente 
a un marcador o agente de diagnóstico detectable; y

(b) una segunda composición farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de una 40
construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, preferentemente una cantidad 
terapéuticamente eficaz de la misma construcción, receptorcuerpo o betacuerpo usado en la primera 
composición farmacéutica.

Para su uso en realizaciones terapéuticas, los kits comprenderán “al menos un segundo agente terapéutico”. 
Preferentemente, dichos kits comprenden una cantidad biológica o terapéuticamente eficaz combinada de al menos 45
los dos agentes especificados, tales como cantidades combinadas eficaces para inhibir la proliferación o replicación 
vírica, o para tratar una enfermedad tal como un cáncer o un infecciones víricas.

En términos del tratamiento de cánceres, los kits de la invención incluyen anticuerpos para su uso en combinación 
con profármacos y ADEPT. En dichas composiciones, la construcción, el receptorcuerpo o betacuerpo se “modifica 
para proporcionar una capacidad de conversión o enzimática”. Preferentemente, la construcción, el receptorcuerpo o 50
betacuerpo se asocia operativamente con, preferentemente, se une covalentemente o se conjuga con, al menos un 
primer agente o enzima de conversión capaz de convertir al menos un profármaco en la forma activa del fármaco.

La construcción enzimática o conjugada con enzimas, el receptorcuerpo o betacuerpo se combinará con una 
formulación inicialmente distinta del “profármaco”. El profármaco será una forma inactiva o débilmente activa de un 
fármaco que se convierte en la forma activa del fármaco tras el contacto con la capacidad enzimática, función de 55
conversión o enzima asociada con la construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención.
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Por consiguiente, se proporcionan kits que comprenden, preferentemente en composiciones y/o en envases
distintos:

(a) una cantidad biológicamente eficaz de al menos una primera construcción, receptorcuerpo o betacuerpo 
de la invención, donde la construcción, receptorcuerpo o betacuerpo está asociada operativamente con, 
ligada covalentemente o conjugada con, al menos una primera enzima; y5

(b) una cantidad biológicamente eficaz de al menos un primer profármaco sustancialmente inactivo que se 
convierte en un fármaco sustancialmente activo mediante la enzima asociada con, ligada a o conjugada 
con, la construcción, receptorcuerpo o betacuerpo.

Las enzimas adecuadas que escinden un profármaco sustancialmente inactivo para liberar un fármaco 
sustancialmente activo incluyen arilsulfatasa, serratia proteasa, termolisina, subtilisina, una carboxipeptidasa, una 10
catepsina, D-alanilcarboxipeptidasa, β-galactosidasa, neuraminidasa, β-lactamasa, penicilina amidasa y citosina 
desaminasa.

Otros agentes distintos de los profármacos, el al menos un segundo agente anticanceroso puede ser cualquiera de 
los segundos agentes anticancerosos descritos anteriormente en relación con las composiciones anticancerosas 
combinadas de la invención. Para tratar las infecciones víricas, el al menos un segundo agente antivírico también 15
puede ser cualquiera de los segundos agentes antivíricos descritos anteriormente en relación con las composiciones 
antivíricas combinadas de la invención. Sin embargo, los “kits” pueden comprender los al menos dos agentes 
mencionados “en combinación, pero por separado”, proporcionando de esta manera incluso más flexibilidad en la 
selección de los agentes.

Por tanto, los kits de la invención pueden comprender cantidades biológica o terapéuticamente eficaces combinadas 20
de al menos los dos agentes especificados dentro de un solo envase o medio de envase, o dentro de distintos 
envases o medios de envase. Los kits también pueden comprender instrucciones para usar los agentes biológicos y 
terapéuticos incluidos en los mismos. También pueden incluirse en combinación componentes de formación de 
imágenes, pero por separado, con los kits terapéuticos.

Tratamiento de Tumores y Métodos Relacionados: la presente invención proporciona diversos usos para una 25
construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, o un conjugado de los mismos. En relación a todos los 
métodos, los términos “un” y “uno(a)” se usan para hacer referencia a “al menos un, uno(a)”, “al menos un, uno(a) 
primer(o) (a)”, “uno(a) o más” o “una pluralidad” de etapas en los métodos mencionados, excepto cuando se indique
específicamente. Esto es particularmente relevante para las etapas de administración en los métodos de tratamiento. 
De esta manera, no solo pueden emplearse diferentes dosis con la presente invención, sino diferentes números de 30
dosis, por ejemplo, pueden usarse inyecciones o inhalaciones, hasta e incluyendo múltiples inyecciones o 
inhalaciones.

Se proporcionan diversos métodos y usos in vitro útiles que tienen implicaciones biológicas importantes. Por tanto se 
proporcionan métodos de, y usos en, la unión de fosfatidilserina, que generalmente comprenden poner en contacto 
de manera eficaz una composición que comprende fosfatidilserina con al menos una primera construcción, 35
receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, o un conjugado de los mismos. La “puesta en contacto” se realiza en 
condiciones eficaces para permitir la formación de complejos unidos, y para detectar cualquiera de los complejos así 
formados.

Los métodos de detección y usos pueden utilizarse en relación con muestras biológicas, por ejemplo, en diagnóstico 
para apoptosis, tumores y células infectadas con virus, y también se proporcionan kits de diagnóstico basados en los 40
mismos. Estos métodos y kits proporcionan usos específicos y convincentes para las construcciones,
receptorcuerpos, betacuerpos y conjugados de la presente invención. Por ejemplo, actualmente la anexina V se usa 
en métodos y kits para detectar células apoptóticas. Sin embargo, la anexina V se une a fosfatidiletanolamina así 
como a fosfatidilserina, mientras que las construcciones, receptorcuerpos y betacuerpos y conjugados de la presente 
invención se unen a fosfatidilserina con unión no significativa, o preferentemente no detectable, a 45
fosfatidiletanolamina. Por tanto, las construcciones de la invención están más capacitadas para poder detectar 
específicamente fosfatidilserina en métodos de detección y en ensayos de diagnóstico.

Adicionalmente la invención proporciona muchos métodos y usos útiles in vivo. Por ejemplo, métodos para dirigirse 
al sistema vascular de tumores, formación de imágenes de tumores y tratamiento basado en la localización de 
fosfatidilserina, que es un marcador direccionable accesible y estable del sistema vascular de tumores. Las 50
construcciones, receptorcuerpos y betacuerpos de la invención y conjugados de los mismos, se localizan 
específicamente en el sistema vascular de tumores sólidos después de la administración a un animal con un tumor. 
Por tanto, la translocación de la fosfatidilserina a la superficie de las células endoteliales vasculares tumorales se 
produce, al menos en una parte significativa, independientemente de la apoptosis y muerte celular completas, de tal 
manera que la fosfatidilserina se expone en células endoteliales vasculares morfológicamente intactas.55

Los métodos y usos pueden realizarse in vitro e in vivo, encontrándose, en el último caso, los tejidos o las células en
un animal y administrándole, al mismo, la construcción, el receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, o sus 
conjugados. Cuando los tejidos o las células se mantienen ex vivo, la presente invención tiene utilidad en programas 
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de descubrimiento de fármacos. Los ensayos de exploración in vitro, con controles positivos y negativos fiables, son 
útiles como una primera etapa en el desarrollo de fármacos. Cuando los tejidos o las células se encuentran en un
animal o paciente, la composición se administra al animal como una forma de terapia.

Las terapias antiangiogénicas o antivasculares se proporcionan en términos de animales y pacientes que tienen, o 
que están en riesgo de desarrollar, cualquier enfermedad o trastorno caracterizado por angiogénesis o 5
vascularización, no deseada, inapropiada, aberrante, excesiva y/o patológica. Los métodos y usos de la presente 
invención están particularmente destinados para su uso en animales y en pacientes que tienen, o que están en 
riesgo de desarrollar, cualquier forma de tumor vascularizado; degeneración macular, incluyendo degeneración 
macular relacionada con la edad; artritis, incluyendo artritis reumatoide; ateroesclerosis y placas ateroescleróticas;
retinopatía diabética y otras retinopatías; hiperplasias tiroideas, incluyendo enfermedad de Grave; hemangioma; 10
glaucoma neovascular y soriasis. En determinadas realizaciones de la divulgación, se preferirá el uso de una región 
Fc conectada operativamente a un polipéptido β2GP1, que comprende el dominio V con muesca, para su uso en la 
inhibición de la angiogénesis. 

Como se divulga en las Patentes de Estados Unidos nº 5.712.291 y 6.524.583, cada uno de los grupos de 
tratamiento anteriores son por medios no exhaustivos de los tipos de afecciones que van a tratarse con la presente 15
invención. Las Patentes de Estados Unidos nº 5.712.291 y 6.524.583 identifican diversas otras afecciones que 
pueden tratarse eficazmente una vez que se ha desvelado y reivindicado una categoría definida de compuestos; y 
muestran que es posible tratar otras enfermedades mediante datos que proceden únicamente de un solo sistema 
modélico.

Además del tratamiento de enfermedades vasculares, son aspectos importantes y unificados de la presente 20
invención las composiciones y los métodos para el tratamiento del cáncer. Dichos métodos comprenden administrar 
a un animal o a un paciente con cáncer, o que está en riesgo de desarrollarlo, una cantidad biológica o 
terapéuticamente eficaz de al menos una primera construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, o un 
conjugado de los mismos.

Los métodos de tratamiento del cáncer y usos de la invención son adecuados para el tratamiento de todas las 25
formas de cáncer, incluyendo animales y pacientes que tienen, o que están en riesgo de desarrollar, un tumor sólido 
vascularizado, un tumor metastásico o metástasis de un tumor primario. Los métodos de tratamiento del cáncer de la 
invención no se basan exclusivamente en ejercer efectos antivasculares, tales como actuar sobre la fosfatidilserina 
expuesta en la superficie luminal de las células endoteliales de vasos sanguíneos tumorales, ya que las 
construcciones de la invención también pueden actuar sobre la fosfatidilserina expuesta en la superficie de células 30
tumorales. Los métodos de la invención ejercen preferentemente un efecto anticanceroso sin causar complicaciones 
trombóticas significativas.

Cualquiera de la construcción, receptorcuerpo o betacuerpo, no conjugado, de la invención original, o un conjugado
adicional de los mismos, puede usarse en los aspectos de tratamiento del cáncer de la invención. En cuanto al uso 
de inmunoconjugados, la invención proporciona métodos para suministrar a los tumores agentes de diagnóstico o35
terapéutico seleccionados. Dichas realizaciones comprenden administrar a un animal o a un paciente que tenga un 
tumor, una cantidad biológicamente eficaz de al menos un primer conjugado en el que un agente de diagnóstico o 
terapéutico está conectado operativamente a una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención.

La invención también proporciona métodos de diagnóstico, pronóstico, formación de imágenes de tumores, y 
métodos relacionados, usando una construcción, un receptorcuerpo o betacuerpo de la invención para detectar 40
células preapoptóticas y apoptóticas. Dichos métodos pueden usarse como un marcador secundario para 
monitorizar el progreso de otro tratamiento, particularmente quimioterapia, o para formar una imagen de un tumor 
antes del tratamiento.

El uso de la invención como un marcador secundario para monitorizar el progreso del tratamiento del cáncer, 
particularmente quimioterapia, comprende:45

(a) someter a un animal o a un paciente con un tumor, a al menos un primer tratamiento diseñado para 
ejercer un efecto antitumoral; y

(b) administrar posteriormente al mismo animal o paciente una cantidad eficaz desde el punto de vista del 
diagnóstico, de al menos una primera construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, 
conectado operativamente a un marcador detectable o a un agente de diagnóstico, formando de este 50
modo una imagen detectable del tumor, preferentemente una imagen de células tumorales preapoptóticas 
o apoptóticas o células endoteliales vasculares tumorales dentro del tumor; y preferentemente

(c) analizar la imagen detectable del tumor, preferentemente la imagen de las células tumorales 
preapoptóticas o apoptóticas o células endoteliales vasculares tumorales dentro del tumor, evaluando de 
este modo el progreso o la eficacia del al menos un primer tratamiento diseñado para ejercer un efecto 55
antitumoral.

Los métodos combinados de formación de imágenes y de tratamiento del cáncer comprenden:
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(a) la formación de una imagen de un tumor administrando a un animal o a un paciente que tiene un tumor,
una cantidad mínima o eficaz, desde el punto de vista del diagnóstico, de al menos una primera 
construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, conectado operativamente a un marcador 
detectable o a un agente de diagnóstico, formando de este modo una imagen detectable del tumor; y

(b) posteriormente administrar al mismo animal o paciente una cantidad terapéuticamente optimizada o eficaz 5
de al menos una primera construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, o un conjugado de 
los mismos, causando de este modo un efecto antitumoral.

Dentro de los métodos de tratamiento del cáncer de la invención, ésta proporciona adicionalmente métodos de 
tratamiento con profármacos, que generalmente comprenden:

(a) administrar a un animal o a un paciente con un tumor una primera composición farmacéutica que 10
comprende una primera construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, asociado
operativamente con, ligado mediante enlace covalente, o conjugado con, al menos una primera enzima; 
en la que la construcción, receptorcuerpo o betacuerpo se localiza en el tumor después de la 
administración y

(b) posteriormente, después de un periodo de tiempo eficaz, administrar al animal o al paciente, al menos una 15
segunda composición farmacéutica que comprende una cantidad biológicamente eficaz de al menos un 
profármaco sustancialmente inactivo; en el que el profármaco se convierte en un fármaco sustancialmente 
activo mediante la enzima asociada con, ligada a o conjugada con, la construcción, receptorcuerpo o 
betacuerpo localizado en el tumor.

La presente invención proporciona una serie de métodos de combinación para el tratamiento del cáncer, que 20
comprende administrar a un animal o a un paciente con cáncer una cantidad combinada terapéuticamente eficaz de 
al menos una primera construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, o un conjugado de los mismos, y 
al menos un segundo agente terapéutico o anticanceroso distinto.

En términos generales, el al menos un segundo agente anticanceroso puede administrarse al animal o al paciente 
antes, durante o después de la administración de la construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, o 25
conjugado de los mismos. El al menos un segundo agente anticanceroso puede administrarse al animal o al paciente 
“sustancialmente de manera simultánea” con la construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, o 
conjugado de los mismos; tal como a partir de una sola composición farmacéutica o a partir de dos composiciones 
farmacéuticas administradas estrechamente.

Como alternativa, el al menos un segundo agente anticanceroso puede administrarse al animal o al paciente a un 30
tiempo secuencial con respecto a la administración de la construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, 
o conjugado de los mismos. “A un tiempo secuencial”, como se usa en el presente documento, significa 
“escalonado”, de tal manera que el al menos un segundo agente anticanceroso se administra al animal o al paciente 
en un tiempo distinto a la administración de la construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, o 
conjugado de los mismos.35

En la administración secuencial, los dos agentes se administran en tiempos eficazmente separados para permitir que 
los dos agentes ejerzan sus efectos terapéuticos respectivos, es decir, se administran a “intervalos de tiempo 
biológicamente efectivos”. El al menos un segundo agente anticanceroso puede administrarse al animal o al paciente 
a un tiempo biológicamente eficaz antes de la construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, o 
conjugado de los mismos, o a un tiempo biológicamente eficaz posterior al del agente terapéutico.40

Cualquier agente terapéutico o anticanceroso puede usarse como el segundo agente terapéutico o anticanceroso en 
los métodos de tratamiento del cáncer combinados de la invención, incluyendo cualquiera de los agentes 
terapéuticos o anticancerosos descritos anteriormente en relación con las composiciones anticancerosas de la 
invención. Los agentes preferidos son aquellos que complementan o potencian los efectos terapéuticos de la 
construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, o conjugado de los mismos, tales como agentes 45
potenciadores de la permeabilidad vascular, agentes antiangiogénicos, agentes inductores de la apoptosis, agentes 
inductores del flujo de calcio, citocinas inflamatorias, anticuerpos e inmunotoxinas contra células tumorales y células 
tumorales necróticas, agentes quimioterapéuticos de la Tabla E o Tabla F, una combretastina, doxorrubicina, 
etopósido y actinomicina-D.

El docetaxel es un agente particularmente preferido para su uso en terapia de combinación. El docetaxel puede 50
administrarse por separado en la construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, o conjugado de los 
mismos, bien antes o después. En cuanto a la administración simultánea, el docetaxel puede proporcionarse en 
formulaciones distintas o en las mismas formulaciones, opcionalmente dentro de un liposoma o liposoma furtivo, y 
preferentemente dentro del núcleo de un liposoma furtivo recubierto con una construcción, receptorcuerpo o 
betacuerpo de la invención.55

Tratamiento de Infecciones víricas: en otra realización general, la invención proporciona adicionalmente una 
nueva clase importante de composiciones y su uso en métodos para inhibir la replicación, infección y propagación de 
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virus para su uso en el tratamiento de infecciones víricas y enfermedades. Estos métodos se basan en el uso de una 
construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, ya sea conjugado o no con un agente antivírico. Cabe 
destacar que, una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención ejercerá un efecto antivírico sin 
conexión a ningún agente adicional. Si se desea la conexión a agentes adicionales, los agentes citotóxicos y otros 
agentes serán eficaces en el tratamiento antivírico, así como agentes antivíricos clásicos. Dichas construcciones y 5
conjugados son por tanto ampliamente aplicables en el tratamiento de una serie de infecciones víricas y 
enfermedades asociadas.

En un primer caso, los métodos antivíricos de la invención se refieren a poner en contacto una composición que 
comprende, o poblaciones de células o tejidos que contienen o que se sospecha que contienen, una célula infectada 
por virus, con una cantidad biológicamente eficaz de al menos una primera construcción, receptorcuerpo o 10
betacuerpo de la invención, o un conjugado de los mismos. La célula infectada por virus es preferentemente una 
célula eucariota, tal como en la célula animal y preferentemente una célula de mamífero o de ser humano.

Los usos antivíricos pueden realizarse in vitro e in vivo. En las realizaciones in vitro, los métodos tienen importantes 
utilidades. Por ejemplo, en los programas de descubrimiento de fármacos para el desarrollo de fármacos antivíricos 
o combinaciones de los mismos, así como en la delineación de información adicional sobre infección, replicación y 15
propagación de virus. También pueden usarse métodos antivíricos in vitro en la eliminación de virus de muestras 
biológicas, tales como poblaciones de células y cultivos de tejidos para su uso en laboratorio, de muestras, tejidos, 
semillas, partes de plantas y plantas para uso agrícola y de muestras de sangre y de tejidos para uso terapéutico.

En los métodos in vivo, cuando las células, poblaciones o tejidos se encuentran en un animal, la construcción, 
receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, o un conjugado de los mismos, se administra al animal como una 20
terapia antivírica. Una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, o un conjugado de los mismos,
puede unirse a la fosfatidilserina expuesta en la superficie de las células infectadas con virus, o puede unirse a la 
fosfatidilserina expuesta en la superficie de las partículas víricas.

En todos los casos, las composiciones, métodos y usos inhiben una o más etapas o fases necesarias para una 
infección vírica productiva o en curso, incluyendo la inhibición de la entrada de virus. Preferentemente, las 25
composiciones, métodos y usos inhiben la replicación y/o propagación de virus, tal como inhibiendo una o más 
etapas de transcripción, traducción, ensamblaje, empaquetamiento y/o salida de virus en, o a partir de, una célula 
hospedadora infectada, tal como una célula de mamífero o de ser humano. La invención por lo tanto se limita 
preferentemente o se confina sustancialmente a infecciones víricas en células y poblaciones de células inicialmente 
infectadas, inhibiendo o impidiendo por tanto sustancialmente la infección posterior o en curso de células o tejidos 30
hospedadores adicionales. 

Los métodos de tratamiento antivíricos de la invención se refieren preferentemente a administrar, a un animal o a un 
paciente que tiene, o que se sospecha que tiene, o que tiene un riesgo a desarrollar, una infección vírica o 
enfermedad asociada, una cantidad biológicamente eficaz de al menos una primera construcción, receptorcuerpo o 
betacuerpo de la invención, o un conjugado de los mismos. Los conjugados pueden conectarse operativamente a 35
inhibidores de ATPasa de tipo V, tales como salicilihalamida, concanamicina o bafilomicina; a un inhibidor de la 
síntesis de proteínas, tal como psimberina, pederina, irciniastatina A; a una toxina de ricina, gelonina, abrina, difteria, 
pseudomonas o tosferina; o a al menos un segundo agente antivírico distinto. Los agentes antivíricos adecuados 
para la conexión incluyen los expuestos en la Tabla G, tales como AZT o cidofovir.

Dado que la invención inhibe una o más etapas o fases necesarias para la infección productiva o en curso común a 40
todos los virus, los métodos antivíricos y los usos de la invención, son adecuados para el tratamiento de todos los 
virus, tanto con envoltura como sin envoltura, incluyendo los que infectan plantas, animales, vertebrados, mamíferos 
y pacientes humanos. La invención es adecuada para el tratamiento de todos los virus que infectan vertebrados, 
como los enumerados en la Tabla H del presente documento, particularmente seres humanos, y particularmente 
virus que son patógenos en animales y en seres humanos. Las infecciones víricas y enfermedades asociadas y 45
resultantes que la invención puede tratar incluyen los virus y las enfermedades que se exponen en la Tabla J, como 
se ilustra mediante el tratamiento de infecciones por CMV, RSV, arenavirus y VIH y las enfermedades hepatitis, 
gripe, neumonía, fiebre Lassa y SIDA. Se prefiere particularmente el tratamiento de virus con envoltura.

Los métodos de tratamiento antivíricos de la invención también pueden usarse en combinación con otros agentes 
terapéuticos o de diagnóstico. Los métodos de tratamiento combinados comprenden administrar a un animal o a un 50
paciente con una infección vírica una cantidad combinada, terapéuticamente eficaz, de al menos una primera 
construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, o un conjugado de los mismos, y al menos un agente 
terapéutico o antivírico, segundo, distinto.

El al menos un agente antivírico “segundo, distinto” es en referencia a la construcción, receptorcuerpo o betacuerpo 
de la invención, o un conjugado de los mismos, que es el “primer” agente antivírico. El al menos un segundo agente 55
antivírico puede administrarse al animal o al paciente durante la administración de, o sustancialmente de manera 
simultánea con, el primer agente antivírico de la invención; o antes o después, es decir, secuencial a la 
administración del primer agente antivírico de la invención.
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Cualquier agente terapéutico o agente antivírico puede usarse como el segundo agente terapéutico o antivírico en 
los métodos de tratamiento antivíricos combinados de la invención, incluyendo cualquiera de los agentes antivíricos 
descritos anteriormente en relación con los conjugados antivíricos, composiciones y kits de la invención.

Los métodos y usos de tratamiento antivíricos y para el cáncer anteriores a menudo implicarán la administración, por 
vía sistémica, de una composición farmacéuticamente eficaz al animal o paciente, tal como por inyección5
transdérmica, intramuscular, intravenosa y similar. Para el tratamiento de infecciones víricas, particularmente 
infecciones víricas respiratorias, la administración en el pulmón es otra realización preferida, y puede realizarse 
usando un aerosol. Sin embargo, se aceptará cualquier vía de administración que permita al agente terapéutico 
localizarse en el sitio del tumor o infección vírica. Por lo tanto, otras vías de liberación adecuadas incluyen la vía oral, 
rectal, nasal, tópica y vaginal. Para los usos y métodos del tratamiento de la artritis, por ejemplo, puede emplearse la 10
administración intrasinovial, como se describe para otros agentes inmunológicos en la Patente de Estados Unidos nº
5.753.230, específicamente incorporada en el presente documento por referencia. Para afecciones asociadas con 
los ojos, se contemplan las formulaciones oftálmicas y la administración oftálmica.

“Administración”, como se usa en el presente documento, significa suministrar o liberar una construcción 
receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, o un conjugado de los mismos, en una o más cantidades y durante uno 15
o más periodos de tiempo eficaces para ejercer un efecto terapéutico. La administración pasiva de los agentes 
terapéuticos proteicos es generalmente la preferida, en parte, por su sencillez y reproducibilidad.

Sin embargo, en el presente documento, el término “administración” se usa con referencia a cualquiera y a todos los 
medios mediante los cuales se libera el agente terapéutico. Por lo tanto, “administración” incluye el suministro de 
células que produce la construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, o conjugados de los mismos, de 20
una manera eficaz. En dichas realizaciones, puede ser deseable formular o empaquetar las células en una 
membrana, estructura o dispositivo implantable, selectivamente permeable, en general uno que pueda retirarse al
finalizar la terapia. La administración exógena seguirá siendo generalmente la preferida, ya que representa un 
método no invasivo que permite monitorizar y controlar muy de cerca la dosis.

Los métodos y usos terapéuticos de la invención también se amplían al suministro de ácidos nucleicos que codifican 25
una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, o un conjugado de los mismos, de una manera 
eficaz para dar como resultado la expresión in vivo. Cualquier terapia génica puede emplearse, tal como liberación
de ADN desnudo, de genes y vectores recombinantes, la liberación basada en células, incluyendo la manipulación 
ex vivo de las células del paciente y terapias similares. Pueden usarse vectores de virus, tales como los incluidos en 
un retrovirus recombinante, virus del herpes simple (VHS), adenovirus, adenovirus asociados (AAV, adeno-30
associated virus), citomegalovirus (CMV) y similares. Los liposomas y los liposomas furtivos serán los preferidos 
para su uso en algunas realizaciones.

Las composiciones farmacéuticas y los métodos de tratamiento de la invención emplean “cantidades 
terapéuticamente eficaces” de una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, o conjugado de los 
mismos. Los “efectos terapéuticos” y las “cantidades terapéuticamente eficaces” consiguientes se miden mediante 35
diferentes parámetros en el tratamiento contra el cáncer en comparación con el tratamiento antivírico. 

En el tratamiento del cáncer, las cantidades de los agentes son eficaces para destruir o destruir específicamente al 
menos una parte de las células tumorales, células endoteliales vasculares tumorales o intratumorales; para inducir la 
apoptosis o inducir específicamente la apoptosis en al menos una parte de las células tumorales, células 
endoteliales vasculares tumorales o intratumorales; para promover la coagulación o promover específicamente la 40
coagulación en al menos una parte de los vasos sanguíneos tumorales o intratumorales; obstruir o destruir, u
obstruir o destruir específicamente al menos una parte de los vasos transportadores de sangre del tumor; inducir la 
necrosis o inducir específicamente la necrosis en al menos una parte de un tumor; y/o inducir la regresión o remisión 
tumoral después de la administración a un animal o paciente.

En el tratamiento de infecciones víricas y enfermedades relacionadas, las cantidades de los agentes son eficaces 45
para inhibir uno o más requisitos para la infección vírica en curso, tal como la entrada de virus, y preferentemente, la
replicación, salida y propagación de virus de las células hospedadoras infectadas. Las cantidades también pueden 
destruir o eliminar al menos una parte de las células infectadas con virus de una manera que neutralice la 
replicación, propagación e infección vírica en curso. En conjunto, las cantidades de los agentes son eficaces para 
reducir, reducir significativamente o erradicar la infección vírica después de la administración a un animal o a un 50
paciente.

Los términos “preferentemente” y “específicamente”, como se usan en el presente documento, significan que la 
construcción, el receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, o un conjugado de los mismos, consiguen efectos 
anticancerosos o antivíricos que están sustancialmente confinados al sitio de la enfermedad, y no causan 
sustancialmente coagulación, destrucción y/o necrosis de tejidos en tejidos normales, sanos del animal o sujeto. La 55
estructura y función de las células y de los tejidos sanos se conservan por lo tanto sustancialmente inalteradas
mediante la práctica de la invención. 
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Breve descripción de los dibujos

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar adicionalmente
determinados aspectos de la presente invención. La invención puede comprenderse mejor por referencia a uno o 
más de estos dibujos en combinación con la descripción detallada de las realizaciones específicas presentadas en 
esta memoria. El archivo de esta patente estadounidense contiene al menos un dibujo a color. Las copias de esta 5
patente con uno más dibujos a color las proporcionará la oficina de patentes y marcas registradas tras efectuar su 
solicitud y pago de la tasa necesaria.

FIG. 1. Leucocitos se infiltran en el tumor en ratones tratados con el anticuerpo 3G4. Ratones desnudos portadores 
de tumores ortotópicos MDA-MB-231 se trataron 3 veces a la semana con 100 μg/dosis de anticuerpo 3G4 o con la 
misma dosis de un anticuerpo control del mismo isotipo. Al final del tratamiento, los animales se perfundieron y los 10
tumores se congelaron al instante, se cortaron y se tiñeron para detectar los leucocitos. En la figura se muestra la 
infiltración de los leucocitos en el tumor.

FIG. 2A, FIG. 2B, FIG. 2C y FIG. 2D. Secuencias de ADN y de aminoácidos de las regiones determinantes de la 
complementariedad (CDR, complementary determining regions) del anticuerpo 3G4 y del anticuerpo 2aG4. Se 
presentan las secuencias de ADN y de aminoácidos de las cadenas pesada (FIG. 2A; SEC ID Nº: 1 y SEC ID Nº: 2) 15
y ligera (FIG. 2B; SEC ID Nº: 3 y SEC ID Nº: 4) del anticuerpo 3G4 y se muestran los sitios de restricción en las 
secuencias de ADN. La secuencia líder se diferencia de la proteína madura, que comienza como se muestra 
mediante la primera flecha en cada una de las FIG. 2A y FIG. 2B. Se exponen medios ejemplares de injerto de cada 
secuencia variable con una región constante humana, donde la que la primera parte de las secuencias respectivas 
de la región constante humana (SEC ID Nº: 7 y SEC ID Nº: 8) se muestra mediante la segunda flecha en cada una 20
de las FIG. 2A y FIG. 2B. Las secuencias de aminoácidos de la cadena pesada de IgG2a y de la cadena ligera (CK)
de 3G4 se representan por SEC ID Nº: 10 y SEC ID Nº: 11, respectivamente, como se muestra en las FIG. 2C y FIG. 
2D.

FIG. 3. Inhibición de la unión del anticuerpo 3G4 con PS inmovilizada usando liposomas fosfolipídicos competidores. 
Placas de microtitulación cubiertas con fosfolípidos se trataron con 3G4 a concentraciones que variaban de 0,016 a 25
33 nM en suero bovino al 10 %. El anticuerpo unido se detectó usando anti-IgG de ratón de cabra conjugado con 
HRP. Los ensayos de competencia con liposomas preparados a partir de diversos fosfolípidos demuestran que los 
fosfolípidos aniónicos pueden competir con la unión de 3G4 (6,7 nM) a PS. Las barras representan la DT de 
mediciones por triplicado.

FIG. 4. Unión de 3G4 a fosfolípidos. Placas de microtitulación cubiertas con fosfolípidos se trataron con 3G4 a 30
concentraciones que variaban de 0,016 a 33 nM en suero bovino al 10 %. El anticuerpo unido se detectó usando 
anti-IgG de ratón de cabra conjugado con HRP. 3G4 se unió específicamente a fosfolípidos aniónicos incluyendo PS,
PI, PA y CL, pero no a lípidos neutros, incluyendo PE, PC y SM.

FIG. 5A, FIG. 5B, FIG. 5C, FIG. 5D y FIG. 5E. Inducción de la unión de 3G4 a células HUVEC y MDA-MB-435 
intactas mediante tratamiento con H2O2 como se muestra por FACS (FIG. 5A) e inmunohistoquímica (FIG. 5B, FIG. 35
5C, FIG. 5D y FIG. 5E). FIG. 5A, las células HUVEC o MDA-MB-435 se trataron con H2O2 (200 μM) durante 1 h a 
37 ºC. Las células se lavaron y se separaron de los discos de cultivo con tripsina. Las células se tiñeron con 3G4 
(línea continua) o con IgG3 de ratón control (BBG3) (línea discontinua) y se analizaron mediante citofluorometría 
usando FACS. El instrumento se seleccionó sobre células intactas (negativas a yoduro de propidio). FIG. 5A, parte 
superior izquierda, HUVEC; parte superior derecha, HUVEC tratadas con H2O2; parte inferior izquierda, MDA-MB-40
435; parte inferior derecha; MDA-MB-435 tratadas con H2O2. FIG. 5B, FIG. 5C, FIG. 5D y FIG. 5E, la morfología de 
la unión de 3G4 a HUVEC tratadas con H2O2 no permeabilizadas, intactas, se determinó tratando células adherentes 
con H2O2 como anteriormente, lavando las células y tiñéndolas con 3G4 o con IgG3 de ratón control, BBG3, seguido 
de anticuerpo anti-IgG de ratón de cabra marcado con FITC (verde). Después, las células se fijaron con 
paraformaldehído y se permeabilizaron. El citoesqueleto se tiñó con faloidina marcada con rojo Texas (rojo) y los 45
núcleos se tiñeron con tinción de contraste DAPI (azul). 3G4 se unió a regiones distintas de la membrana 
plasmática, que tenía el aspecto de ampollas membranosas. FIG. 5B, HUVEC teñidas con BBG3; FIG. 5C, HUVEC 
teñidas con 3G4; FIG. 5D, células MDA-MB-435 teñidas con BBG3; y FIG. 5E, células MDA-MB-435 teñidas con 
3G4. Las células que no se trataron con H2O2 no se tiñeron con 3G4. La barra de escala representa 50 μm.

FIG. 6A, FIG. 6B, FIG. 6C y FIG. 6D. Los anticuerpos contra fosfatidilserina y fosfolípidos aniónicos hacen que los50
monocitos se unan a vasos sanguíneos tumorales y que los macrófagos se infiltren en tumores. Ratones SCID 
portadores de tumores mamarios humanos ortotópicos se trataron i.p. con 100 μg de anticuerpos control BBG3 (FIG. 
6A y FIG. 6C) o con anticuerpos 3G4 (FIG. 6B y FIG. 6D) tres veces a la semana durante dos semanas. Los tumores 
eran MDA-MB-435 (FIG. 6A y FIG. 6B) o MDA-MB-231 (FIG. 6C y FIG. 6D). Se prepararon secciones tumorales 
congeladas. Se detectaron macrófagos y monocitos de ratón con anticuerpo anti M1/70 de ratón (Mac-1) de rata 55
seguido de anti-IgG de rata marcado con FITC (verde). Los anticuerpos anti-F4/80 y anti-Fcγr dieron patrones de 
tinción coincidentes con anticuerpo anti M1/70. Se detectaron vasos sanguíneos con anti CD31 de ratón de hámster 
seguido de anti-IgG de hámster marcado con rojo Texas (rojo). Los núcleos se visualizaron con DAPI (azul). FIG. 6A, 
tumor de ratón tratado con BBG3 control mostrando escasa infiltración de macrófagos. FIG. 6B, tumor de ratón 
tratado con 3G4 mostrando abundante infiltración de macrófagos. FIG. 6C, tumor control de ratón tratado con BBG3 60
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mostrando la ausencia de conexión de monocitos a vasos. FIG. 6D, tumor de ratón tratado con 3G4 mostrando la 
conexión de monocitos a la superficie luminal del endotelio vascular tumoral (flechas). Las barras de escala en la
FIG. 6A y FIG. 6B representan 50 μm y en la FIG. 6C y FIG. 6D representan 10 μm.

FIG. 7. Fases silenciosa e inflamatoria de la fagocitosis. A partir de estudios de tratamiento de tumores usando el 
anticuerpo 3G4, se propone que los anticuerpos, tales como 3G4, producen un bloqueo de la señalización de PS a 5
partir de células endoteliales tumorales que expresan PS. Normalmente, la PS en las células endoteliales tumorales
suprimirían las respuestas inflamatorias por macrófagos que se unen a los vasos y a las células tumorales (fase 
silenciosa). Cuando están presentes anticuerpos, tales como 3G4, estos se unen a PS de tal manera que el receptor 
de PS en el macrófago no tiene un compañero de unión. Después, el macrófago secreta TNF-α, IL-1 y otras 
citocinas inflamatorias que dañan directamente el endotelio tumoral y reclutan células hospedadoras adicionales en 10
el tumor (fase inflamatoria).

FIG. 8. El fragmento F(ab’)2 del anticuerpo 3G4 es tan eficaz como 3G4 como un agente antitumoral. Los ratones se 
inocularon con tumores el día 1, y el día 9 se trataron con el anticuerpo 3G4, con el fragmento F(ab’)2 del anticuerpo 
3G4 o con un anticuerpo control del mismo isotipo (BBG3). Los tumores en los animales de control continuaron 
creciendo rápidamente (■), mientras que en los ratones tratados con cualquiera de anticuerpo 3G4 (●) o con el 15
fragmento F(ab’)2 del anticuerpo 3G4 (▼), el crecimiento del tumor se redujo significativamente, siendo el fragmento 
F(ab’)2 al menos tan eficaz como 3G4.

FIG. 9A y FIG. 9B. La unión de 3G4 a placas de microtitulación cubiertas con PS es dependiente de suero. FIG. 9A, 
el anticuerpo 3G4 se purificó de células que creían en medios que contenían suero (SCM, serum containing media) 
bovino o medios aséricos (SFM, serum-free media). Una placa de microtitulación se cubrió con PS y se bloqueó en 20
OVA al 1 %. Se realizaron diluciones en serie de 3G4 en suero bovino fetal (FBS, fetal bovine serum) al 10 % o en
ovoalbúmina de clara de huevo de pollo (OVA) al 1 %. FIG. 9A, la placa de microtitulacion se cubrió con PS y se 
bloqueó en OVA al 1 %. Se realizaron diluciones en serie de SFM 3G4 en suero al 10 % de las especies de ratón, 
rata, ser humano y bovino, como se indica.

FIG. 10A y FIG. 10B. 3G4 se une a la proteína plasmática β2GPI (FIG. 10A) y se une al dominio II de β2GPI (FIG. 25
10B). FIG. 10A, una placa de microtitulación se cubrió con β2GPI humana (hβ2GPI) purificada de plasma humano y 
se bloqueó en OVA al 1 %. Se realizaron diluciones en serie de un anti β2GPI humano de ratón comercial (anti 
β2GPI o “α-β2GPI”), de SFM 3G4, y de una IgG de ratón (mlgG) de control en OVA al 1 %. FIG. 10B, los pocillos de 
una placa de microtitulación se cubrieron con los péptidos hβ2GPI de longitud completa (dominio I-V) recombinante 
o hβ2GPI sin dominio I (II-V), sin dominios I y II (III-V), sin dominios I-III (IV-V) o sin dominios I-IV (V). La placa se 30
bloqueó en OVA al 1 % y se realizaron diluciones en serie de SFM 3G4 en OVA al 1 %.

FIG. 11. ch3G4 y β2GPI deben estar presentes simultáneamente para unirse a células endoteliales (CE) con PS 
expuesta. Se incubaron células ABAE durante 30 minutos con lisofosfatidilcolina (LPC) 200 μM en DMEM + suero de 
ratón (MS, mouse serum) normal al 10 %, más (i) hβ2GPI purificada, (ii) ch3G4 o (iii) ch3G4 + hβ2GPI 
simultáneamente. Después, las células se lavaron y se incubaron durante 30 minutos con (i) ch3G4, (ii) hβ2GPI, o 35
(iii) DMEM + MS al 10 %, respectivamente. Finalmente, las células se lavaron, se fijaron y se tiñeron con marcadores 
fluorescentes para detectar la unión de ch3G4. ch3G4 y hβ2GPI se usaron a una concentración de 2 μg/ml. El área 
píxel de la unión de ch3G4 se cuantificó usando el programa informático MetaVue. Los valores son relativos a la 
unión de ch3G4 en la condición (i), que se estableció como uno.

FIG. 12A y FIG. 12B. La región de unión a lípidos de β2GPI es necesaria para mediar en la unión de ch3G4 con40
células endoteliales con PS expuesta. FIG. 12A, se incubaron células ABAE con ch3G4 más (i) una forma de unión 
no lipídica de β2GPI (hβ2GPI con muesca) o (ii) hβ2GPI intacta. Las incubaciones se realizaron en presencia o en 
ausencia de LPC 200 μm en DMEM + MS al 10 % durante 30 minutos. Después, las células se lavaron, se fijaron y 
se tiñeron con marcadores fluorescentes para detectar la unión de ch3G4. Se usó ch3G4, hβ2GPI y hβ2GPI con 
muesca a una concentración de 2 μg/ml. El área píxel de la unión de ch3G4 se cuantificó usando el programa 45
informático MetaVue. Los valores son relativos a la unión de ch3G4 en la condición (i) sin LPC, que estableció como 
uno. Fig. 12B, los pocillos de una placa de microtitulación se cubrieron con hβ2GPI o con hβ2GPI con muesca y se 
bloquearon en OVA al 1 %. Se realizaron diluciones en serie de ch3G4 o de mIgG control en OVA al 1 %.

FIG. 13. El exceso de ch3G4 inhibe la unión de complejos ch3G4/β2GPI con células endoteliales con PS expuesta. 
Se incubaron células ABAE durante 30 minutos con LPC 200 μM, con hβ2GPI purificada 40 nm y con un título de 50
ch3G4 en DMEM + MS al 10 %. Después, las células se lavaron, se fijaron y se tiñeron con marcadores 
fluorescentes para detectar la unión de ch3G4. El área píxel de la unión de ch3G4 se cuantificó usando el programa 
informativo MetaVue. Los valores son relativos a la unión de ch3G4 320 pM, que se estableció como uno.

FIG. 14A, FIG. 14B y FIG. 14C. La divalencia de ch3G4 es necesaria para mediar en la unión de β2GPI con células 
endoteliales con PS expuesta. FIG. 14A, se incubaron células ABAE durante 30 minutos con 3G4, F(ab’)2 de 3G4 o 55
monómero Fab’ de 3G4 20 nM en presencia o en ausencia de LPC 200 μM en DMEM + FBS al 10 %. Después las 
células se lavaron, se fijaron y se tiñeron con marcadores fluorescentes para detectar la unión de 3G4 o de los 
fragmentos de 3G4. El área píxel de la unión del anticuerpo se cuantificó usando el programa informático MetaVue. 
Los valores son relativos a la unión de 3G4 en ausencia de LPC, que estableció como uno. FIG. 14B, células ABAE 
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se incubaron durante 30 minutos con LPC 200 μM, hβ2GPI purificada 40 nM y un título de monómero Fab’ de 3G4 
en DMEM + MS al 10 %. Después, las células se lavaron, se fijaron y se tiñeron con marcadores fluorescentes para 
detectar la unión de Fab’ de 3G4. El área píxel de la unión de Fab’ de 3G4 se cuantificó usando el programa 
informático MetaVue. Los valores son relativos a la unión de Fab’ de 3G4 2 nM, que se estableció como uno. FIG. 
14C, células ABAE se incubaron durante 30 minutos con LPC 200 μM, hβ2GPI purificada 40 nM, ch3G4 20 nM y un5
título de monómero Fab’ de 3G4 en DMEM + MS al 10 %. Después, las células se lavaron, se fijaron y se tiñeron con 
marcadores fluorescentes para detectar la unión de ch3G4. El área píxel de la unión de ch3G4 se cuantificó usando 
el programa informático MetaVue. Los valores son relativos a la unión de ch3G4 sin competidor Fab’ 3G4, que se 
estableció como 100.

FIG. 15. Representación esquemática de la unión dependiente de β2GPI del anticuerpo 3G4 y del anticuerpo 10
quimérico de ser humano-ratón compañero, denominado “bavituximab”, a una superficie con PS, β2GPI se muestra 
con sus cinco dominios (I, II, III, IV y V). La unión del anticuerpo a superficies con PS, incluyendo PS expuesta en
membranas celulares, está mediada por la unión al dominio II de β2GPI.

FIG. 16. Representación esquemática de una construcción Fc-β2GPI ejemplar. En esta construcción, las regiones 
variables de un anticuerpo se han retirado, pero no se han reemplazado por β2GPI. En su lugar, β2GPI está 15
conectada al extremo C de los dominios CH3 de la región Fc. La figura muestra la región bisagra unida por puentes 
disulfuro, los dos dominios CH2 y CH3 de la región Fc de lgG2a de ratón están conectados operativamente a dos 
proteínas β2GPI de ratón. En la construcción humana homóloga, la región Fc de la IgG1 humana estaría conectada
operativamente a dos proteínas β2GPI humanas. La región Fc de la lgG3 humana también se preferiría para su uso 
con dos proteínas β2GPI humanas. En la construcción Fc-β2GPI ejemplar representada, se muestra la β2GPI de 20
ratón con los cinco dominios (I-V), aunque podrían prepararse fácilmente otras construcciones de ratón o de ser 
humano sin los cinco dominios, siempre que se conserve la región de unión a lípidos del dominio V de β2GPI.

FIG. 17. Mapa del plásmido de la construcción Fc-mβ2GPI. La primera construcción Fc-β2GPI preparada, 
denominada “Fc-mβ2GPI”, se generó a partir de tres unidades: (1) la secuencia de señal de la cadena ligera de 3G4 
amplificada por PCR a partir de la construcción 2aG4; (2) una región Fc de IgG2a de ratón que contiene la bisagra, 25
CH2, CH3, amplificada por PCR a partir de la construcción 2aG4; y (3) β2GPI de ratón amplificada por RT-PCR a 
partir de ARN de hígado de ratón obtenido en el comercio. Se muestra el mapa del plásmido. La secuencia del 
plásmido se proporciona como SEC ID Nº: 25.

FIG. 18A. Secuencia de aminoácidos de Fc-mβ2GPI. El péptido señal (“sec señal mIgGκ”) 
MDMRAPAQILGFLLLLFPGTRCLR, que está escindido, se representa por SEC ID Nº: 18. La posición 1 indica el 30
inicio de la proteína Fc-mβ2GPI madura después de que el péptido señal se haya escindido. La secuencia de 
aminoácidos de la proteína Fc-mβ2GPI madura es la SEC ID Nº: 19. Se indican, la bisagra, los dominios CH2 y CH3 
de la región Fc, así como los dominios I, II, III, IV y V de la β2GPI de ratón. Los restos de Cys implicados en la 
formación de enlaces disulfuro intradominio en β2GPI se muestran en negrita y sombreado. Los aminoácidos en 
cursiva subrayados forman parte de la región cargada positivamente implicados en el reconocimiento de fosfolípidos 35
aniónicos. Los aminoácidos en cursiva con doble subrayado forman parte del bucle hidrófobo necesario para la 
unión a las membranas lipídicas. La secuencia de aminoácidos comienza con los que están implicados en el 
reconocimiento de fosfolípidos aniónicos y termina con los que forman parte del bucle hidrófobo necesario para la 
unión a las membranas lipídicas, KNKEKXCSYTVEAHCRDGTIEIPSCFKEHSSLAFWK, es la SEC ID Nº: 20.

FIG. 18B. Secuencias de aminoácidos de la región constante de la cadena pesada humana y de β2GPI humana 40
para preparar Fc-β2GPI (Fc-hβ2GPI) humano. La región constante de la cadena pesada de la IgG1 humana 
(número de registro P01857; SEC ID Nº: 21) se presenta comenzando con el dominio CH1, que puede estar 
delecionado. En el Fc-hβ2GPI humano, la bisagra (el inicio de la bisagra coincide con la posición 1 en la FIG. 18A), 
los dominios CH2 y CH3 humanos vienen seguidos de la β2GPI humana (número de registro 1C1ZA; SEC ID Nº: 22), 
que se muestra que incluye los dominios I, II, III, IV y V. La secuencia de aminoácidos de un Fc-hβ2GPI es la SEC 45
ID Nº: 23. La estructura del dominio de la β2GPI humana coincide estrechamente con la de la β2GPI de ratón (FIG. 
18A), incluyendo la localización de los restos de Cys implicados en la formación de enlaces disulfuro intradominio 
(en negrita y sombreado), los aminoácidos que forman parte de la región cargada positivamente implicados en el 
reconocimiento de fosfolípidos aniónicos (en cursiva subrayado) y los aminoácidos que forman parte del bucle 
hidrófobo necesario para la unión a las membranas lipídicas (en cursiva con doble subrayado). La secuencia de 50
aminoácidos comienza con los que están implicados en el reconocimiento de fosfolípidos aniónicos y termina con los 
que forman parte del bucle hidrófobo necesario para la unión a las membranas lipídicas, 
KNKEKKCSYTEDAQCIDGTffiVPKCFBCEHSSLAFWK, es la SEC ID Nº: 24.

FIG. 19. Expresión de Fc-mβ2GPI y captura por el anti-IgG de ratón. La construcción Fc-mβ2GPI se transfectó en 
células CHO con el reactivo FuGENE 6. Dos días después, el sobrenadante celular se recogió y se sometió a 55
ensayo. En el ensayo de expresión, una placa de microtitulacion se cubrió con anti-IgG de ratón y se bloqueó con 
OVA al 1 %. Se realizaron diluciones en serie de los sobrenadantes del cultivo celular en OVA al 1 %. Los clones nº
8 y nº 18 son dos clones diferentes de Fc-mβ2GPI. La unión se detectó con ch3G4 y anti-IgG humano conjugado 
con HRP. El vector es el control negativo, que es la línea base.

FIG. 20. Fc-mβ2GPI se une a PS en placas recubiertas con PS. En este ensayo de unión, una placa de 60
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microtitulación se cubrió con PS y se bloqueó con OVA al 1 %. Se realizaron diluciones en serie de sobrenadantes 
de cultivo celular de Fc-mβ2GPI en OVA al 1 %. Los clones nº 8 y nº 18 son dos clones diferentes de Fc-mβ2GPI. La 
unión se detectó con anti-IgG de ratón conjugado con HRP.

FIG. 21. Fc-mβ2GPI se une a fosfolípidos aniónicos. Este ensayo mide la unión de Fc-mβ2GPI a fosfolípidos en FBS 
al 10 %. Las placas de microtitulación se cubrieron con diversos fosfolípidos, como se indicó, y se bloquearon con 5
OVA al 1 %. Se realizaron diluciones en serie del sobrenadante de cultivo celular de Fc-mβ2GPI en OVA al 1 %. La 
unión se detectó con anti-IgG de ratón conjugado con HRP. Fc-mβ2GPI se une a los fosfolípidos aniónicos PS, PA, 
PI y PG, pero no a los lípidos neutros, PC y SM.

FIG. 22A, FIG. 22B y FIG. 22C. Fc-mβ2GPI detecta PS expuesta en células ABAE naturalmente apoptóticas. Se 
sembraron 2x104 células ABAE en portaobjetos con cámaras de vidrio de 8 pocillos en DMEM + FBS al 10 % 10
durante una noche a 37 ºC. Al día siguiente, las células se lavaron y se incubaron con 2aG4 (FIG. 22A), con 
sobrenadante de células CHO transfectadas con Fc-mβ2GPI (FIG. 22B) o con células transfectadas de manera 
simulada (“sobrenadante control”, FIG. 22C). 2aG4 y Fc-mβ2GPI se detectaron con un anticuerpo secundario 
marcado con FITC (verde). Los citoesqueletos y los núcleos se tiñeron con tinción de contraste con faloidina 
marcada con rojo Texas (rojo) y con DAPI (azul), respectivamente. Las flechas ponen en relieve las células 15
apoptóticas.

FIG. 23A y FIG. 23B. Fc-mβ2GPI detecta PS expuesta en células ABAE tratadas con LPC. Se sembraron 2x104

células ABAE en portaobjetos con cámaras de vidrio de 8 pocillos en DMEM + FBS al 10 % durante una noche a 
37 ºC. Al día siguiente, las células se lavaron y se incubaron con sobrenadante de células CHO transfectadas con 
Fc-mβ2GPI. El Fc-mβ2GPI se detectó con un anticuerpo secundario marcado con FITC (verde). Los citoesqueletos y 20
los núcleos se tiñeron con tinción de contraste con faloidina marcada con rojo Texas (rojo) y con DAPI (azul), 
respectivamente. Cada una de la FIG. 23A y FIG. 23B representa la unión de Fc-mβ2GPI, que se observa como 
pequeñas puntas de alfiler de color gris.

FIG. 24A, FIG. 24B, FIG. 24C y FIG. 24D. Una construcción β2GPI dimérica artificial se une a células endoteliales 
con PS expuesta. Células ABAE se incubaron durante 30 minutos con LPC 200 μM en DMEM + FBS al 10 % más 25
monómero de hβ2GPI purificado (FIG. 24A), dímero de hβ2GPI-dímero (FIG. 24B) o un dímero de hβ2GPI mutante 
que puede unirse a lípidos (FIG. 24C). Después las células se lavaron y se incubaron con anti-β2GPI para detectar 
monómeros y dímeros de hβ2GPI. El anticuerpo anti-β2GPI no reconoce la β2GPI de bovino; por lo tanto, la 
presencia de FBS al 10 % no inhibió la detección de monómeros de hβ2GPI o dímeros de hβ2GPI. Después, las 
células se lavaron, se fijaron y se tiñeron con marcadores fluorescentes. El citoesqueleto aparece en color rojo, los 30
núcleos en color azul y los monómeros de hβ2GPI y dímeros de hβ2GPI aparecen en color verde. FIG. 24D, el área 
de unión de los monómeros de hβ2GPI y dímeros de hβ2GPI se cuantificó usando el programa informático MetaVue. 
Todos los valores son relativos a la unión de los dímeros de hβ2GPI con células no tratadas con LPC, que se 
estableció como uno.

Descripción de realizaciones ilustrativas35

Los tumores sólidos y los carcinomas representan más del 90 % de todos los cánceres en el ser humano. Aunque el 
uso de anticuerpos monoclonales e inmunotoxinas se ha investigado en la terapia de linfomas y leucemias (Vitetta et 
al, 1991), estos agentes han decepcionado al ser ineficaces en ensayos clínicos contra carcinomas y otros tumores 
sólidos (Abrams y Oldham, 1985). Una razón principal de la ineficacia de los tratamientos basados en anticuerpos es 
que las macromoléculas no se transportan fácilmente en los tumores sólidos. Incluso una vez dentro de una masa 40
tumoral, estas moléculas no se distribuyen homogéneamente debido a la presencia de estrechas uniones entre las 
células tumorales, el estroma fibroso, los gradientes de presión intersticial y barreras de sitios de unión (Denekamp, 
1990; Dvorak et al, 1991).

En el desarrollo de nuevas estrategias para el tratamiento de tumores sólidos, los métodos que implican la actuación 
sobre el sistema vascular del tumor, en lugar de sobre las células tumorales, ofrecen distintas ventajas. Una 45
destrucción o bloqueo eficaz de los vasos tumorales detiene el flujo sanguíneo través del tumor, dando como 
resultado una avalancha de celulares tumorales muertas. Las construcciones de anticuerpo-toxina y de anticuerpo-
coagulante, ejemplos de agentes que actúan sobre el sistema vascular (VTA, vascular targeting agents) que 
destruyen y/u obstruyen selectivamente vasos sanguíneos tumorales, ya se han usado con un gran efecto sobre el 
direccionamiento y la destrucción específicos del sistema vascular tumoral, dando como resultado la necrosis50
tumoral (Burrows et al., 1992; Burrows y Thorpe, 1993; documentos WO93/17715; WO96/01653; Huang et al., 
1997).

Los VTA ejercen su acción primaria en los vasos sanguíneos preexistentes de tumores sólidos y se diferencian de 
los agentes antiangiogénicos en que impiden la formación de nuevos vasos sanguíneos. Existen diversas ventajas 
de los VTA sobre otras terapias contra el cáncer. En primer lugar, un solo vaso proporciona la nutrición, y facilita la 55
retirada de productos residuales del metabolismo de cientos o miles de células tumorales, y si se daña en un solo
punto bloquea el flujo sanguíneo aguas arriba o aguas abajo. Los VTA son por tanto particularmente eficaces sobre 
los tumores establecidos. En segundo lugar, la destrucción de las células endoteliales, aunque es un mecanismo útil, 
no se requiere. Un cambio de forma o inicio local de la coagulación sanguínea puede ser suficiente. En tercer lugar, 
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las células endoteliales son adyacentes a la corriente sanguínea, garantizando una distribución adecuada del 
fármaco. En cuarto lugar, la diana es una célula diploide normal que es poco probable que adquiera mutaciones 
genéticas que la hacen resistente a fármacos. En quinto lugar, puede medirse un marcador sustituto de actividad 
biológica, es decir, el flujo sanguíneo.

En sexto lugar, efectos temporales sobre la función vascular pueden ser suficientes para los efectos antitumorales 5
significativos. Estudios realizados indican que más del 99 % de las células tumorales in vivo pueden destruirse 
durante un periodo de isquemia de 2 horas. Finalmente, a diferencia de los inhibidores de la angiogénesis, los VTA
solo requieren administración intermitente para actuar en sinergia con tratamientos convencionales, en lugar de 
administración prolongada durante meses o años.

Los VTA citotóxicos se describen en las siguientes patentes: Patentes de Estados Unidos nº 5.660.827, 5.776.427, 10
5.855.866, 5.863.538, 5.965.132, 6.004.554, 6.051.230, 6.261.535 y 6.451.312. Cuando los anticuerpos, factores de 
crecimiento u otros ligandos de unión se usan para suministrar específicamente un coagulante en el sistema 
vascular tumoral, dichos agentes se denominan “coaguligandos”. Los VTA coaguligandos se describen en las 
siguientes patentes: Patentes de Estados Unidos nº 6.093.399, 6.004.555, 5.877.289 y 6.036.955. 

Un coagulante actualmente preferido para su uso en coaguligandos es el factor tisular truncado (Tft, truncated 15
Tissue Factor) (Huang et al, 1997; documento WO 96/01653; Patente de Estados Unidos 5.877.289). El TF es el 
principal iniciador de la coagulación sanguínea (Ruf et al, 1991; Edgington et al, 1991). En los sitios de lesión, el 
Factor VII/VIIa presente en la sangre se pone en contacto con, y se une al, TF en células en los tejidos 
perivasculares. El complejo TF:VIIa, en presencia de fosfolípidos en superficie, activa los factores IX y X. Esto 
conduce, a su vez, a la formación de trombina y fibrina y, finalmente, a un coágulo sanguíneo (Ruf y Edgington, 20
1994).

La forma recombinante del factor tisular truncado (tFT), que carece de los dominios citosólicos y transmembrana, es 
una proteína soluble que tiene aproximadamente cinco órdenes de magnitud más bajos de capacidad de inducción 
de coagulación en comparación con la forma nativa del TF (Stone et al, 1995; Huang et al, 1997). Esto se debe a 
que el TF necesita estar asociado con fosfolípidos para que el complejo con VIIa active IXa o Xa de manera eficaz. 25
Sin embargo, cuando se libera tFT al endotelio vascular tumoral por medio de un anticuerpo o agente diana, este se 
vuelve a poner en contacto en proximidad con una superficie lipídica y recupera actividad trombogénica (Huang et al, 
1997; Patentes de Estados Unidos nº 6.093.399, 6.004.555, 5.877.289 y 6.036.955). Por tanto, se crea un 
coaguligando que, de manera selectiva, produce trombosis del sistema vascular tumoral.

El TF truncado tiene diversas ventajas que recomiendan su uso en coaguligandos diana vasculares: el tFT humano 30
puede obtenerse fácilmente, y la proteína humana tendrá una inmunogenicidad baja o insignificativa en el ser
humano; el tFT es completamente funcional en animales de laboratorio, incluyendo ratones; y el tFT diana es muy 
fuerte ya que desencadena la activación de una cascada de proteínas de coagulación, proporcionando un efecto 
enormemente amplificado (Patentes de Estados Unidos nº 6.093.399, 6.004.555, 5.877.289 y 6.036.955).

Se han descrito diversas moléculas diana adecuadas que se encuentran en el endotelio tumoral, pero que, en gran 35
medida, no encuentran en el endotelio normal. Por ejemplo, pueden utilizarse dianas expresadas, tales como 
endoglina, E-selectina, P-selectina, VCAM-1, ICAM-1, PSMA, un TIE, un ligando reactivo con LAM-1, un receptor de 
VEGF/VPF, un receptor de FGF, αvβ3 integrina, pleiotropina o endosialina (Patentes de Estados Unidos 5.855.866 
5.877.289; Burrows et al, 1992; Burrows y Thorpe, 1993; Huang et al, 1997; Liu et al, 1997; Ohizumi et al, 1997; 
cada una de ellas incorporada en el presente documento por referencia).40

Las dianas absorbidas, tales como VEGF, FGF, TGFβ, HGF, PF4, PDGF, TIMP, un ligando que se une a TIE o una 
isoforma de fibronectina asociada a tumor (Patentes de Estados Unidos nº 5.877.289, 5.965.132, 6.051.230 y 
6.004.555) son otro grupo adecuado. Las isoformas de fibronectina son ligandos que se unen a la familia de 
receptores de integrina. Las isoformas de fibronectina asociadas a tumor son componentes que pueden actuar tanto 
sobre el sistema vascular tumoral como sobre el estroma tumoral. El anticuerpo monoclonal BC-1 (Carnemolla et al, 45
1989) se une específicamente a isoformas de fibronectina asociadas a tumor.

Otras dianas inducibles por el entorno tumoral natural o después de la intervención humana, también son entidades 
direccionables, como se describe en las Patentes de Estados Unidos nº 5.776.427, 5.863.538 y 6.036.955. Cuando 
se usan junto con supresión previa en inducción vascular tumoral y en tejidos normales, los antígenos del MHC de 
Clase II también pueden emplearse como dianas (Patentes de Estados Unidos nº 5.776.427, 5.863.538, 6.004.554 y 50
6.036.955).

Una diana actualmente preferida en aplicaciones clínicas es la molécula 1 de adhesión endotelial vascular (VCAM-1) 
(Patentes de Estados Unidos nº 5.855.866, 5.877.289, 6.051.230, 6.004.555 y 6.093.399). La molécula VCAM-1 es 
una molécula de adhesión celular que está inducida por las citocinas inflamatorias IL-1α, IL-4 (Thornhill et al, 1990) y 
TNFα (Munro, 1993) y cuya función in vivo es reclutar leucocitos en sitios de inflamación aguda (Bevilacqua, 1993).55

VCAM-1 está presente en células endoteliales vasculares en diversos tumores malignos humanos incluyendo 
neuroblastoma (Patey et al., 1996), carcinoma renal (Droz et al, 1994), carcinoma pulmonar no microcítico (Staal-van 
den Brekel et al., 1996), enfermedad de Hodgkin (Patey et al., 1996) y angiosarcoma (Kuzu et al, 1993), así como en 
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tumores benignos, tales como angioma (Patey et al, 1996) y hemangioma (Kuzu et al, 1993). La expresión 
constitutiva de VCAM-1 en el ser humano está confinada en algunos vasos en el tiroides, timo y riñón (Kuzu et al, 
1993; Bruijn y Dinklo, 1993), y en el ratón en vasos en el corazón y pulmón (Fries et al, 1993).

Algunos de los datos presentados en este documento incluso complementan adicionalmente los proporcionados en 
las Patentes de Estados Unidos nº 5.855.866, 5.877.289, 6.051.230, 6.004.555 y 6.093.399 y muestran la inducción 5
selectiva de trombosis e infarto tumoral dando como resultado la administración de un coaguligando anti VCAM-
1·tFT. Los resultados presentados se generaron usando ratones portadores de linfoma de Hodgkin humano L540. 
Cuando este tumor se desarrolla como un xenoinjerto en ratones SCID, muestra una estrecha similitud con la 
enfermedad humana con respecto a la expresión de citocinas inflamatorias (Diehl et al, 1985) y a la presencia de 
VCAM-1 y otras moléculas de activación de células endoteliales en su sistema vascular.10

En el presente documento se muestra que, usando un coaguligando anti-VCAM-1tFT ligado por enlace covalente, 
en el que el tFT se ligó directamente al anticuerpo anti-VCAM-1, el coaguligando se localiza selectivamente en vasos 
tumorales, induce la trombosis de estos vasos, produce necrosis que se desarrolla en todo el tumor y retrasa el 
crecimiento tumoral en ratones portadores de tumores de Hodgkin L540 sólidos. Generalmente se precisa que los 
tumores tengan un diámetro de al menos aproximadamente 0,3 cm para responder al coaguligando, debido a que 15
VCAM-1 no está presente en tumores más pequeños. Supuestamente, en tumores pequeños, los niveles de 
citocinas secretadas por las células tumorales o por las células hospedadoras que infiltran el tumor son demasiado 
bajos para la inducción de VCAM-1. Esto coincide con los estudios de las Patentes de Estados Unidos nº 5.855.866, 
5.877.289, 6.051.230, 6.004.555 y 6.093.399, en los que las invenciones demostraron que eran más útiles en 
tumores sólidos más grandes.20

Aunque la tinción de VCAM-1 se observó inicialmente más en la periferia del tumor, el coaguligando se unió
manifiestamente a, y obstruyó, vasos transportadores de sangre, por lo que pudo reducir el flujo sanguíneo en todas 
las regiones tumorales. Además, uno de los inventores contempla que la generación de trombina producida por la 
administración inicial del coaguligando probablemente conduce a inducción de VCAM-1 adicional sobre los vasos 
centrales (Sluiter et al., 1993), dando como resultado una señal amplificada y una destrucción evidente de la región 25
intratumoral. Este tipo de expresión inducida por coaguligando de marcadores direccionables adicionales, y por tanto 
amplificación de señal, también se desvela en la Patente de Estados Unidos nº 6.036.955.

Como se muestra en el presente documento, aunque la localización en vasos que expresan VCAM-1 en el corazón y 
en los pulmones de ratones se observó después de la administración de un coaguligando anti-VCAM-1, esta 
construcción no indujo la trombosis en dichos sitios no tumorales. Además, el coaguligando anti-VCAM-1 no era más30
tóxico en ratones de lo que lo era un coaguligando de control de especificidad irrelevante, indicando de nuevo que la 
expresión constitutiva de VCAM-1 en los vasos del corazón y pulmones no conducía a toxicidad. Estos datos son 
importantes para el progreso clínico inmediato de la terapia con coaguligandos, dado que VCAM-1 es un marcador 
de origen natural de endotelio vascular tumoral en seres humanos. Sin embargo, este fenómeno también 
proporciona a los inventores una perspectiva exclusiva, que conduce a una estrategia diferente para la destrucción 35
del sistema vascular tumoral.

A. Descubrimiento de anticuerpos anti fosfatidilserina desnudos para el tratamiento tumoral

Los inventores buscaban entender el mecanismo sobre la capacidad del coaguligando anti VCAM-1 para unirse a la 
molécula VCAM-1 expresada de manera constitutiva en vasos sanguíneos en el corazón y en los pulmones, y a 
pesar de eso, no producir trombosis en esos vasos. Existen diversas posibilidades científicas para esta observación 40
empírica, generalmente relacionadas con la naturaleza protrombótica del entorno tumoral y con cualquier 
predisposición fibrinolítica en el corazón y en los pulmones.

Generalmente, hay un equilibrio biológico entre el sistema de coagulación (depósito de fibrina) y el sistema 
fibrinolítico (degradación de fibrinas por enzimas). Sin embargo, en enfermedades malignas, particularmente 
carcinomas, este equilibrio se altera, dando como resultado una activación de coagulación anómala45
(hipercoagulabilidad o “estado protrombótico”). A pesar de realizar una exhaustiva investigación, hasta hace poco no 
ha podido discernirse una explicación molecular clara de la naturaleza protrombótica del entorno tumoral.

Después de efectuar análisis detallados de muchas posibles opciones, los inventores pensaron que el hecho de que 
el coaguligando anti-VCAM-1 no pudiese ocasionar trombosis en vasos de tejidos normales se debía a la ausencia 
de fosfatidilserina en la superficie luminal de dichos vasos. Por tanto, para completar la teoría, no solo debería 50
mostrarse la ausencia de fosfatidilserina en estos vasos normales, sino que su presencia en el lado luminal de los 
vasos asociados a tumores tendría que demostrarse. 

Por tanto, los inventores usaron tinción inmunohistoquímica para evaluar la distribución de un anticuerpo monoclonal 
anti fosfatidilserina (anti PS) inyectado por vía intravenosa en ratones portadores de tumores. Estos estudios 
revelaron que los vasos que expresaban VCAM-1 en el corazón y en los pulmones carecían de PS, mientras que los 55
vasos que expresaban VCAM-1 en el tumor expresaban PS. La necesidad de la expresión de PS en la superficie en 
la acción del coaguligando se indica adicionalmente con el hallazgo de los inventores de que la anexina V, que se 
une a PS, bloquea la acción del coaguligando anti-VCAM-1 tFT, tanto in vitro como in vivo.
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La ausencia de efecto trombótico del coaguligando anti-VCAM-1 en vasos normales del corazón y pulmón se explicó 
de este modo, al menos en parte: la ausencia de fosfatidilserina, significa que los vasos normales carecen de una 
superficie procoagulante sobre la cual pueden ensamblarse los complejos de coagulación. En ausencia de PS en la 
superficie, el anti-VCAM-1 tFT se une a vasos del corazón y pulmones que expresan VCAM-1, pero no pueden 
inducir la trombosis. En cambio, los vasos que expresan VCAM-1 en el tumor muestran expresión coincidente de PS 5
en la superficie. Por tanto el coaguligando se une a vasos tumorales y activa los factores de coagulación localmente 
para formar trombos oclusivos.

Además de delinear los efectos trombóticos específicos de tumor de los coaguligandos anti-VCAM-1, la expresión 
específica de la fosfatidilserina en la superficie luminal de vasos sanguíneos tumorales también permitió a los 
inventores explicar el fenotipo protrombótico observado, pero no entendido, en estudios anteriores. La expresión de10
PS desempeña una función significativa en el estado protrombótico del sistema vascular tumoral.

Después de este descubrimiento de que el aminofosfolípido representativo, la fosfatidilserina, se expresaba 
específicamente en la superficie luminal de los vasos sanguíneos tumorales, pero no en los vasos sanguíneos 
normales, los inventores pensaron que otros aminofosfolípidos tenían potencial como dianas para la intervención 
terapéutica. Por lo tanto los inventores desarrollaron métodos de direccionamiento y de tratamiento del sistema 15
vascular tumoral basados en el direccionamiento de los aminofosfolípidos fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina 
(PE).

Una vez demostrado el descubrimiento de la fosfatidilserina como un marcador específico del sistema vascular
tumoral, los inventores comenzaron a desarrollar una serie de inmunotoxinas y coaguligandos dirigidos por 
fosfatidilserina para su uso en el tratamiento de tumores. Como se explica en la Patente de Estados Unidos nº20
6.406.693, aunque se investiga el potencial del direccionamiento de la fosfatidilserina en el contexto de suministrar
una toxina o un coagulante en el sistema vascular tumoral, los inventores descubrieron de manera fortuita que los 
anticuerpos anti PS desnudos tenían un efecto destructor sobre el sistema vascular tumoral in vivo en ausencia de 
cualquier resto efector adicional. La capacidad de los anticuerpos anti aminofosfolípido para localizarse
específicamente en el sistema vascular tumoral y ejercer un efecto destructor simultáneo, que conduce a necrosis 25
tumoral, era sumamente inesperado.

Estos descubrimientos dieron lugar al tratamiento tumoral usando anticuerpos no conjugados o “desnudos” que se 
unen a fosfatidilserina, como se describe en la Patente de Estados Unidos nº 6.406.692. Aunque los efectos 
antitumorales en los modelos animales aceptados en la técnica se demostraron en la Patente de Estados Unidos nº
6.406.693, y se ampliaron en ese documento, la capacidad de los aminofosfolípidos para actuar como marcadores 30
direccionables, inocuos y eficaces, del sistema vascular tumoral podría no haberse previsto en estudios previos a la 
Patente de Estados Unidos nº 6.406.693.

B. Tratamiento tumoral extensivo con anticuerpos anti fosfatidilserina

La fosfatidilserina normalmente se segrega en la superficie interna de la bicapa de la membrana plasmática en 
diferentes células (Gaffet et al, 1995; Julien et al, 1995) y esta segregación de lípidos crea una bicapa transitoria 35
asimétrica (Williamson y Schlegel, 1994). Los inventores demostraron anteriormente que la PS se translocaba en la 
superficie de las células endoteliales vasculares tumorales y que esto ocurría, al menos en parte significa, 
independientemente de los mecanismos apoptóticos u otros mecanismos de muerte celular (Patente de Estados 
Unidos nº 6.406.693). Por tanto, la expresión de PS en la superficie en el entorno tumoral no es una consecuencia 
de muerte celular, ni tampoco desencadena una destrucción celular inmediata. A pesar de que la exposición de PS 40
se detecta regularmente en células endoteliales vasculares intactas en diversos tumores sólidos, el endotelio 
vascular tumoral no es francamente apoptótico, sino que es morfológicamente sano (aunque diferente al de los 
tejidos normales) y metabólicamente activo. Esto es importante para los métodos terapéuticos basados en el 
direccionamiento de PS, lo que significa que la translocación de PS en la membrana externa en las células 
endoteliales vasculares tumorales es suficientemente estable para que la PS sirva como una entidad direccionable 45
para el éxito de la terapia (usando anticuerpos desnudos o conjugados terapéuticos).

A través del desarrollo de herramientas biológicas con exquisita especificidad por diferentes fosfolípidos, los autores 
de la presente invención identificaron que los fosfolípidos aniónicos también se regulaban positivamente en células 
endoteliales vasculares tumorales. Por tanto, los fosfolípidos aniónicos son marcadores específicos y estables del
sistema vascular tumoral, permitiendo la intervención terapéutica usando anticuerpos tanto desnudos como50
inmunoconjugados que se unen a fosfolípidos aniónicos.

Los fosfolípidos aniónicos están en gran medida ausentes de la superficie de células de mamífero en reposo en 
condiciones normales. La fosfatidilserina, que es el fosfolípido aniónico más abundante de la membrana plasmática, 
se segrega íntegramente en la cara interna de la membrana plasmática en la mayoría de los tipos de células en 
condiciones normales (Williamson y Schlegel, 1994; Zwaal y Schroit, 1997). El fosfatidilinositol (PI), otro fosfolípido55
aniónico principal, también está situado predominantemente en la cara interna de la membrana plasmática (Calderon 
y DeVries, 1997). Los fosfolípidos aniónicos minoritarios, el ácido fosfatídico (PA) y el fosfatidilglicerol (PG), solo se 
han observado en algunos tipos de células, pero también aparecen situados principalmente en la cara interna de la 
membrana plasmática (Hinkovska-Galcheva et al, 1989). La cardiolipina (CL), otro fosfolípido aniónico, está presente 
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en la membrana mitocondrial y ausente en la membrana plasmática (Daum, 1985).

Los fosfolípidos neutros también se distribuyen asimétricamente en la membrana plasmática. El aminofosfolípido 
neutro, la fosfatidiletanolamina (PE) está predominantemente en la cara interna. Los fosfolípidos neutros que 
contienen colina, fosfatidilcolina (PC) y esfingomielina (SM) están predominantemente en la cara externa.

La asimetría de la PS se mantiene mediante un transportador dependiente de ATP, la aminofosfolípido translocasa 5
(Mg2+ ATPasa), que cataliza el transporte de aminofosfolípidos de la cara externa a la cara interna de la membrana 
plasmática (Seigneuret y Devaux, 1984). La pérdida o colapso de la simetría de la PS da como resultado el 
desplazamiento de estos fosfolípidos hacia el exterior en la membrana plasmática y está producido por la inhibición 
de la translocasa (Bitbol et al, 1987; Comfurius et al, 1990), la activación de transportadores de PS y/o la activación 
de enzimas escramblasas (Zhao et al, 1998) o de la ABC-1 flopasa (Hamon et al, 2000), enzimas dependientes de 10
Ca2+ que transportan todos los lípidos bidireccionalmente. La esfingomielinasa también podría activarse para 
generar ceramida, lo que facilitaría la translocación de la bicapa de transición lipídica (Contreras et al, 2003).

La pérdida de asimetría de la PS se observa en diferentes condiciones patológicas y fisiológicas, incluyendo daño 
celular, muerte celular programada y apoptosis (Blankenberg et al, 1998; Bombeli et al, 1997), envejecimiento celular 
(Herrmann y Devaux, 1990), activación de plaquetas (Rote et al, 1993; Zwaal et al, 1989), lesión (Boyle et al, 1996) y 15
transformación neoplásica (Sugimura et al, 1994). La exposición de PS también desempeña una función en la fusión 
intercelular de mioblastos (Sessions y Horwitz, 1981) y trofoblastos (Adler et al, 1995), migración celular (Vogt et al, 
1996) y desgranulación celular (Demo et al, 1999). Las células endoteliales externalizan PS en respuesta a flujos de 
Ca

2+
aumentados inducidos por trombina (Qu et al, 1996), ionóforo de calcio o ésteres de forbol (Julien et al, 1997), 

hiperlipidemia (Lupu et al, 1993), y concentración no líticas de proteínas C5b-9 del complemento (Christiansen et al, 20
1997). La exposición espontánea de PS se ha observado también en células neoplásicas en ausencia de 
activadores exógenos o lesión celular (Utsugi et al, 1991).

Después de la exposición de PS en la membrana se producen diversas consecuencias principales. Los macrófagos 
fagocíticos reconocen, se ponen en contacto y eliminan células senescentes y apoptóticas positivas a PS (McEvoy et 
al, 1986; Tait y Smith, 1999). La PS también actúa como mediadora en la unión de linfocitos T a células endoteliales 25
activadas por trombina (Qu et al, 1996). El sistema del complemento está activado por PS y contribuye a la lisis de 
células positivas a PS (Test y Mitsuyoshi, 1997). Finalmente, la exposición de PS contribuye a un cambio 
procoagulante en el endotelio (Williamson y Schlegel, 1994; Bombeli et al, 1997) proporcionando una superficie 
lipídica cargada negativamente para el ensamblaje y la activación de complejos de coagulación (Bevers et al, 1985; 
Dachary-Prigent et al, 1996). Desde hace tiempo se ha reconocido el carácter protrombótico del endotelio tumoral 30
(Donati y Falanga, 2001).

Los autores de la presente invención se percataron de que la lesión y la activación del endotelio tumoral estaba 
causada por: 1) citocinas derivadas de tumor, tales como interleucina-1 y factor de necrosis tumoral, que activan el 
endotelio e inducen la expresión de moléculas de adhesión celular (Shaughnessy et al, 1989; Orr et al, 2000); 2) 
especies reactivas de oxígeno (ROS, reactive oxygen species) generadas por leucocitos que se adhieren al 35
endotelio (Orr et al, 2000); y 3) ROS generadas por las propias células tumorales como un subproducto del
metabolismo (Shaughnessy et al, 1989; Soares et al, 1994) o como resultado de la exposición a hipoxia seguido de
reoxigenación (Zulueta et al, 1995). Estas observaciones sugirieron que los flujos de Ca

2+
podrían generarse por 

estos estreses dentro del endotelio tumoral que, a su vez, causan la exposición de PS, a través de la activación de la 
escramblasa o inhibición de la aminofosfolípido translocasa.40

Para detectar fosfolípidos aniónicos en la superficie celular, los autores de la invención generaron un nuevo 
anticuerpo monoclonal, 9D2, que reacciona con fosfolípidos aniónicos pero no con fosfolípidos neutros. Por tanto, el 
anticuerpo 9D2 se diferencia de los agentes de unión a aminofosfolípidos generales, ya que se une al 
aminofosfolípido aniónico, fosfatidilserina, pero no al aminofosfolípido neutro, fosfatidiletanolamina (PE). El
anticuerpo 9D2 es también más específico para fosfolípidos aniónicos de lo que lo es ligando natural, la anexina V, 45
que se une fuertemente a PE, además de a fosfolípidos aniónicos (Blankenberg et al, 1998).

Como se detalla en la presente solicitud, los autores de la invención descubrieron que el anticuerpo 9D2 y la anexina 
V se localizaban específicamente en el endotelio tumoral después de inyección intravenosa en ratones portadores 
de diversos tipos de tumores sólidos. Este hallazgo valida la hipótesis de los autores de la invención de que la 
fosfatidilserina y los fosfolípidos aniónicos comienzan a exponerse habitualmente en la superficie del endotelio 50
vascular tumoral y que pueden usarse como moléculas diana para la terapia (y formación de imágenes) de tumores.

Uno de los principales hallazgos que surgen de la presente invención es que la fosfatidilserina y los fosfolípidos 
aniónicos se exponen en la superficie del endotelio tumoral (Ejemplo VI; Ran y Thorpe, 2002; Ran et al, 2002b). Este 
fenómeno se demostró usando dos reactivos independientes que se unen selectivamente a fosfolípidos aniónicos: 
un anticuerpo monoclonal, 9D2, desarrollado por los autores de la invención, particularmente para validar este punto, 55
y la anexina V.

El anticuerpo 9D2 y la anexina V se unen con alta afinidad y especificidad a fosfatidilserina y a fosfolípidos aniónicos 
adsorbidos en plástico, como liposomas, o presentados en la superficie de la membrana de células endoteliales
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activadas o apoptóticas in vitro. 9D2 se une fuertemente a PS, PA y CL, pero más débilmente a PI y PG. La anexina 
V se une a PE además de a PS, CL, PA, PI y PG, como se descubrió anteriormente (Andree et al, 1990; Schlaepfer 
et al, 1987; Boustead et al, 1993; Blackwood y Emst, 1990). El reconocimiento de la fosfatidilserina y de los 
fosfolípidos aniónicos por el anticuerpo 9D2 fue idéntico en presencia y ausencia de suero, lo que indicaba que la 
unión no precisaba de cofactores séricos. La unión de 9D2 a fosfolípidos aniónicos, no requirió iones Ca2+, mientras 5
que la unión de anexina V si requirió Ca2+.

Estudios de bloqueo cruzado en placas cubiertas con PS mostraron que tanto el 9D2 como la anexina V no bloquean 
la unión entre sí con PS. Esto indica que los dos reactivos reconocen diferentes epítopos en la molécula de PS, o, 
más probablemente, formas diferentemente empaquetadas de PS. Se considera que la anexina V se une a 
superficies de PS planas, mientras que se considera que los anticuerpos anti-PS se unen a PS empaquetada 10
hexagonalmente (Rauch y Janoff, 1990). Ambas formas están probablemente presentes en placas cubiertas con PS. 
Estos estudios prácticos de bloqueo cruzado (Ejemplo VI) también sirven para demostrar que los anticuerpos que 
compiten eficazmente por la unión a fosfolípidos aniónicos, es decir, se unen básicamente al mismo epítopo, pueden 
identificarse fácilmente una vez que se proporciona un anticuerpo de referencia (por ejemplo 9D2).

La presente solicitud también muestra que el anticuerpo 9D2 y la anexina V se localizan específicamente en vasos 15
tumorales y en células tumorales en y cerca de regiones necróticas de todos los tumores examinados in vivo
(Ejemplo VI). Entre el 15 % y el 40 % de los vasos sanguíneos en los tumores tienen endotelio positivo a 
fosfatidilserina. En cambio, ningún vaso sanguíneo en tejidos normales tiene fosfolípidos aniónicos detectables 
externalizados. Las células endoteliales tumorales que expresan PS son viables. Carecen de marcadores de 
apoptosis (caspasa-3 activa, TUNEL) son morfológicamente intactas y metabólicamente activas y los vasos son 20
funcionales al transportar sangre y solutos.

La especificidad de la tinción del sistema vascular tumoral por 9D2 se demostró mediante: 1) la ausencia de tinción 
de vasos tumorales por IgM de rata control; 2) el bloqueo de la unión de 9D2 o anexina V a células endoteliales 
tratadas con H2O2 in vitro por liposomas preparados a partir de fosfolípidos aniónicos pero no neutros; 3) el hallazgo
de que la extracción de fosfolípidos de secciones tumorales con detergentes o disolventes orgánicos suprimía la 25
tinción y 4) la ausencia de localización de 9D2 o anexina V en el endotelio inactivo en órganos normales.

El principal fosfolípido aniónico que localiza el anticuerpo 9D2 o la anexina V en el sistema vascular tumoral es la 
fosfatidilserina, ya que es el fosfolípido aniónico más abundante y su exposición en la superficie celular está 
regulada por influencias ambientales o lesiones. Para examinar el mecanismo de exposición de los fosfolípidos 
aniónicos sobre las células endoteliales tumorales, se realizó una serie de estudios en los cuales las células 30
endoteliales in vitro se trataron con diversos factores y condiciones que se sabía que estaban presentes en el 
microentorno tumoral (Ejemplo VII). La hipoxia seguida de reoxigenación, la acidez y la trombina aumentan la 
exposición de PS en células endoteliales viables a entre el 10 % y el 22 % del nivel observado cuando todas las 
células son apoptóticas. Las citocinas inflamatorias (TNFα e IL-1) también causaron una inducción débil, pero clara, 
de exposición de PS.35

Estos hallazgos son coherentes con la posibilidad de que, en tumores, la exposición de fosfatidilserina en el 
endotelio vascular está inducida por hipoxia/reoxigenación en combinación con citocinas inflamatorias, trombina y 
acidez. Aunque no es necesario entender el mecanismo exacto para llevar a la práctica la presente invención, las
células tumorales pueden generar especies reactivas de oxígeno como un subproducto del metabolismo o en 
respuesta a hipoxia (Zulueta et al, 1995). Las citocinas liberadas por las células tumorales pueden inducir moléculas 40
de adhesión de leucocitos en el endotelio que actúan como mediadoras en la adherencia de macrófagos activados, 
células polimorfonucleares y plaquetas al endotelio tumoral y secreción de ROS adicional. Después, las especies 
reactivas de oxígeno (ROS) pueden inducir la translocación de PS a través de la oxidación de moléculas 
transportadoras que contienen tiol o de la peroxidación de lípidos (Herrmann y Devaux, 1990), posiblemente 
causando una entrada de Ca2+ o una liberación de Ca2+ de los depósitos intracelulares (Wang y Joseph, 2000). De 45
hecho, se ha observado que los peróxidos inducen la exposición de PS en células endoteliales viables in vitro 
mediante un mecanismo que se relaciona con la oxidación de glutatión y/o peroxidación de lípidos, no con la 
apoptosis (van Gorp et al, 1999).

La exposición de PS y de otros fosfolípidos aniónicos explica en parte el estado procoagulante del endotelio tumoral 
desde hace tiempo reconocido (Donati y Falanga, 2001). Los fosfolípidos aniónicos proporcionan la superficie sobre 50
la cual se concentran y ensamblan los factores de coagulación (Bevers et al, 1985; Dachary-Prigent et al, 1996). 
También proporciona un sitio de unión para macrófagos en circulación (McEvoy et al, 1986), linfocitos T (Qu et al, 
1996) y células polimorfonucleares que ayudan a la infiltración de leucocitos en tumores.

En estudios adicionales detallados en el presente documento, los autores de la invención generaron y caracterizaron 
el anticuerpo monoclonal denominado 3G4, que se dirige contra fosfatidilserina y fosfolípidos aniónicos. También se 55
observa que este anticuerpo se localiza específicamente en tumores en las células endoteliales vasculares, reduce
la vascularidad del tumor y el volumen plasmático y retrasan el crecimiento tumoral.

El anticuerpo 3G4 se une con alta afinidad a fosfolípidos aniónicos absorbidos a plástico y sobre la superficie de 
células apoptóticas o activadas en presencia de suero o β2-glucoproteína I. El compañero de unión de 3G4 en las 

E06719706
17-03-2016ES 2 565 543 T3

 



25

células fue indistinguible con respecto al de la anexina A5 o al del anticuerpo 9D2 contra fosfolípidos aniónicos. Los
tres reactivos se unen a grupos de ampollas membranosas que se asemejan a la membrana plasmática, coherente 
con otras observaciones en células endoteliales tratadas con H2O2 (van Gorp et al, 1999). Al igual que 9D2, 3G4 
reconoce todos los fosfolípidos aniónicos ensayados, incluyendo fosfolípidos sintéticos que tienen ácidos grasos 
saturados, que son resistentes a oxidación, y lisofosfolípidos.5

A diferencia de 9D2, la unión de 3G4 a fosfolípidos aniónicos estaba parcialmente inhibida en ausencia completa de 
suero y restablecía cuando se añadía la β2-glucoproteína I. 3G4 reconoce por tanto un epítopo en complejos de 
lípido-β2-glucoproteína I. Independiente, se observa que 3G4 es inocuo cuando se administra a animales, y no está 
asociado a efectos patológicos indicados en la bibliografía para anticuerpos asociados con el síndrome(s) 
antifosfolípido (APS, por anti-phospholipid syndrome).10

3G4 se localiza específicamente en vasos tumorales y en células tumorales en y alrededor de regiones necróticas de 
tumores después de inyección en ratones portadores de tumores mamarios humanos ortotópicos MDA-MB-435. Un 
promedio de 40 ± 10 % de vasos se unieron a 3G4. Los patrones de tinción fueron similares a los descritos en el 
presente documento usando 9D2 y anexina A5. El endotelio vascular en tejidos normales no se tiñó. En este sentido, 
3G4 se diferencia de otros anticuerpos porque reconoce marcadores de vasos tumorales. La mayoría de los 15
marcadores de vasos tumorales están presentes en vasos en los ovarios, un sitio de angiogénesis fisiológica, o en el 
riñón y en los islotes pancreáticos donde los vasos tienen alta permeabilidad (Thorpe, 2004).

La fosfatidilserina es el fosfolípido aniónico detectado principalmente por 3G4. La PS es el fosfolípido aniónico más 
abundante y el primero cuya exposición se sabe bien que está regulada por condiciones ambientales o lesiones 
(Zwaal y Schroit, 1997; Balasubramanian y Schroit, 2003). In vivo, la PS expuesta en vasos tumorales forma 20
probablemente complejos con componentes del suero, tales como β2-glucoproteína I, y probablemente el 3G4 se 
une a estos complejos. Como se observa a lo largo de los presentes estudios, los vasos tumorales positivos a PS en 
ratones no tratados parecen estar intactos y ser funcionales. Trasportan sangre y son perfundibles. El endotelio 
vascular de los vasos positivos a PS no presenta marcadores de apoptosis avanzada (caspasas 3 activa, TUNEL), 
es morfológicamente intacto y metabólicamente activo, a juzgar por la expresión simultánea de la proteína VCAM-1, 25
rápidamente renovada.

El tratamiento con 3G4 retrasó el crecimiento tumoral en diversos modelos murinos, incluyendo cánceres de mama 
establecidos (de 0,6 a 0,7 cm de diámetro) ortotópicos humanos MDA-MB-231 y MDA-MB-435, tumores de Hodgkin 
humanos L540 subcutáneos grandes (de 1cm de diámetro) y fibrosarcomas Meth A singénicos pequeños. El 
tratamiento con 3G4 produjo un retraso de crecimiento de 75 %, 65 %, 50 % y 90 % de estos tumores, 30
respectivamente. Otros estudios en la presente solicitud demuestran que estos tumores están nutridos por la 
vasculatura cuando se exponen a fosfolípidos aniónicos.

El efecto antitumoral de 3G4 está mediado, al menos en parte, a través de lesiones en el sistema vascular tumoral. 
El examen histológico de tumores MDA-MB-231 ortotópicos de ratones tratados con 3G4 reveló una notable 
reducción en la densidad vascular y en el contenido plasmático de los tumores. La localización de 3G4 en vasos 35
tumorales precede a la unión de macrófagos en vasos tumorales, al deterioro de la función vascular y al desarrollo 
de necrosis. El cese vascular y el modelo de necrosis son coherentes con el efecto primario que está en los vasos 
tumorales. Se observó necrosis central de tumores con supervivencia de un borde periférico de células tumorales. 
Este patrón de destrucción de células tumorales es característico de los VTA (Patente de Estados Unidos nº
5.855.866; Thorpe, 2004). Se pensó que los VTA eran más eficaces contra vasos en el interior del tumor porque en 40
estas regiones la alta presión intersticial contribuye al colapso vascular. En cambio, muchas terapias tumorales de 
acción directa son más eficaces contra células tumorales que se dividen rápidamente en la periferia bien oxigenada 
del tumor. Por lo tanto los autores de la invención esperan que combinando 3G4 con terapias antitumorales 
antiproliferativas se consiga una actividad antitumoral aditiva o incluso sinérgica, como se ha observado con los 
otros VTA en tumores sólidos experimentales (Patente de Estados Unidos nº 5,855,866; Burrows y Thorpe, 1993; 45
Siemann et al, 2002; Siim et al., 2004).

Al igual que con los otros anticuerpos usados en el presente documento, los animales portadores de tumores 
tratados con regularidad con la dosis terapéutica (4 mg/kg en ratones, tres veces a la semana) toleran bien la terapia 
con 3G4. Los ratones conservaron síntomas físicos, parámetros de coagulación, celularidad de la médula ósea, 
recuentos de leucocitos e histología normales. No se observaron manifestaciones de APS, a diferencia de las 50
observadas con anticuerpos anticardiolipina (Matzinger, 1998; Fadok et al, 1998; Fadok et al, 2001 a;b). A pesar de 
los efectos de altas concentraciones de 3G4 en rutas de coagulación dependientes de fosfolípidos parcialmente 
inhibidas, existe un margen de seguridad sustancial entre la dosis terapéutica y la dosis que prolonga los tiempos de 
coagulación in vivo.

Los autores de la invención han considerado la cuestión de si PS comienza a exponerse sobre endotelio vascular en 55
lesiones no malignas (por ejemplo, lesiones ateroescleróticas, sitios de inflamación), donde las citocinas, hipoxia y 
ROS podrían inducir la translocación de PS (Moldovan et al, 1994). Si ocurre esto, es posible que se llegue a alguna 
toxicidad con un anticuerpo anti PS, haciendo que sea aconsejable la exclusión del tratamiento de pacientes con 
estas afecciones. Sin embargo, otros estudios de los autores de la invención, mostraron que el tratamiento de 
conejos ateroescleróticos con una versión quimérica del anticuerpo 3G4 no agravaba las lesiones ateroescleróticas 60
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aórticas.

Se ha observado que los agentes de direccionamiento vascular que emplean fármacos o coagulantes son muy 
eficaces, y algunas veces curativos, en ratones con tumores sólidos grandes (Huang et al, 1997; Nilsson et al, 2001; 
Patentes de Estados Unidos nº 5.660.827, 5.776.427, 5.855.866, 5.863.538, 5.965.132, 6.004.554, 6.051.230, 
6.261.535, 6.093.399, 6.004.555, 5.877.289 y 6.036.955). Los autores de la presente invención proporcionan 5
anticuerpos desnudos y agentes de direccionamiento vascular dirigidos contra fosfatidilserina para su uso en el 
direccionamiento del sistema vascular tumoral y en el diagnóstico y tratamiento del cáncer en seres humanos.

Aunque no es necesario un entendimiento molecular exacto de cómo funcionan los anticuerpos desnudos dirigidos 
contra fosfatidilserina en el tratamiento tumoral para llevar a la práctica el tratamiento, los autores de la invención
han contemplado diversos mecanismos que pueden explicar la destrucción celular endotelial observada. Los 10
mecanismos favorecidos (particularmente para el anticuerpo 3G4 descrito en el presente documento) son funciones 
inmunoefectoras mediadas por el dominio Fc, tales como citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC), 
citotoxicidad dependiente de complemento (CDC) y fagocitosis mediada por anticuerpos. También pueden estar 
implicadas la citotoxicidad mediada por células, la lisis y/o la apoptosis mediada por el complemento, la señalización 
celular inducida por anticuerpos y/o las alteraciones en el citoesqueleto.15

La unión de anticuerpos intactos contra fosfatidilserina, particularmente 3G4, en la superficie de las células 
endoteliales vasculares significa que las partes Fc de los anticuerpos sobresalen hacia el interior del lumen del vaso. 
Como los fragmentos Fc del anticuerpo activan la ruta del complemento, la destrucción celular observada puede ser 
un resultado de la lisis dirigida por el complemento. Por tanto, la unión de los anticuerpos activa la cascada de 
coagulación dependiente del complemento, causando complejos de componentes múltiples para ensamblar y, 20
finalmente, generar un complejo lítico que permeabilice la célula diana. La “ADCC activada por el complemento” 
también puede ser operativa en la destrucción, en la que el complemento se une a la célula diana cubierta con 
anticuerpo, y en cuyas células, tales como neutrófilos, que tienen receptores para el complemento, se produce la 
lisis de la célula diana.

Dado que los anticuerpos desnudos o no conjugados, incluyendo los fragmentos de unión a antígeno de los mismos, 25
se unen a fosfatidilserina en la superficie de las células endoteliales vasculares tumorales, estos formarán un 
recubrimiento de anticuerpo en la superficie luminal. Este puede funcionar atrayendo células inmunoefectoras, tales 
como linfocitos T citotóxicos y/o linfocitos citolíticos naturales (NK, Natural Killer), que después ejercen un efecto 
citotóxico mediado por células en las células endoteliales vasculares.

La unión de los anticuerpos a fosfatidilserina también puede inducir la apoptosis en las células endoteliales 30
vasculares tumorales. Aunque no se conocen informes de que la unión de anticuerpos a PS realmente induzca la 
apoptosis (siendo más bien la PS un marcador resultante de apoptosis), los autores de la invención consideran que 
este es otro mecanismo posible para los efectos antitumorales observados.

También es posible que la unión de los anticuerpos a fosfatidilserina en la superficie de las células endoteliales 
vasculares tumorales pueda ocasionar alteraciones en la organización del citoesqueleto de la célula.35

Dado que el citoesqueleto representa una función en la organización de las membranas de superficie, y dado que la 
unión del anticuerpo puede alterar (o alterar adicionalmente) la membrana, la unión de anticuerpos a fosfatidilserina 
puede transmitir cambios en las proteínas del citoesqueleto que interaccionan con la bicapa. Ya se sabía que la 
organización espacial de las proteínas del citoesqueleto controla la estabilidad de la membrana y la forma de la 
célula, y es posible que la alteración de algún equilibrio del citoesqueleto pueda tener consecuencias de gran 40
repercusión sobre la integridad celular.

Un mecanismo operativo adicional de la invención puede ser que la unión del anticuerpo a fosfatidilserina en la 
superficie de células endoteliales puede iniciar una transducción de señal mediante rutas, hasta ahora, no definidas. 
La unión de anticuerpo también puede alterar rutas de transducción de señal conocidas, por ejemplo, modificando la 
conformación y/o interacciones de los receptores de membrana, proteínas de transducción de señal, canales de 45
membrana y similares. Las señales para la destrucción celular (apoptosis) pueden iniciarse o imitarse, y/o pueden 
inhibirse señales de preservación/homeostáticas.

Aunque es de interés científico, la determinación de la naturaleza exacta de la destrucción vascular conseguida por 
los anticuerpos desnudos contra fosfatidilserina no es necesaria para llevar a la práctica el tratamiento. Dado que se 
muestra que la administración de estos anticuerpos da como resultado ventajosamente efectos antitumorales 50
específicos in vivo, el tratamiento puede utilizarse independientemente del mecanismo molecular subyacente a este 
fenómeno. Por tanto el uso de anticuerpos desnudos que se unen a fosfatidilserina representa un avance importante 
en la terapia tumoral, proporcionando ventajas en su preparación y costes.

C. Análisis detallado del anticuerpo 3G4

Como se muestra en el presente documento, 3G4 es un agente antitumoral eficaz y bien tolerado, que actúa 55
dirigiéndose a la fosfatidilserina en vasos sanguíneos tumorales y causando efectos antitumorales mediados por 
células hospedadoras. Dado que la PS es la misma molécula en el ser humano y en el ratón, y que tiene la misma 
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distribución celular, regulación e inducción por ROS en ambas especies (Balasubramanian y Schroit, 2003; 
Whitworth et al, 1990), estos estudios propugnan adicionalmente el uso de anticuerpos y de otras construcciones 
que se unen a fosfatidilserina para tratar el cáncer en seres humanos. De hecho, ya se han preparado versiones 
quiméricas y humanizadas de 3G4 para estas y otras finalidades.

Por tanto se pueden usar anticuerpos y otros ligandos que se unen a fosfatidilserina para el direccionamiento, la 5
formación de imágenes y/o el tratamiento de vasos sanguíneos tumorales. La fosfatidilserina es atractiva como diana 
en vasos tumorales por diversas razones: es abundante (la PS está presente a 3 x 106 moléculas por célula); está en 
la superficie luminal del endotelio tumoral, que es directamente accesible para la unión mediante agentes de 
direccionamiento vascular en la sangre; está presente en un mayor porcentaje de células endoteliales tumorales en 
diversos tumores sólidos; y no está esencialmente presente en el endotelio de todos los tejidos normales.10

Se ha observado que el anticuerpo 3G4 se localiza específicamente en células endoteliales vasculares en tumores, 
reduce la vascularidad tumoral y el volumen del plasma y retrasa el crecimiento tumoral (como ejemplos de esto; 
Ran et al, 1998; Ran y Thorpe, 2002; Ran et al, 2002b; Ran et al, 2005; Huang et al., 2005). 

Estudios en curso han demostrado que el tratamiento con 3G4 inhibe el crecimiento de aloinjertos tumorales murinos 
y xenoinjertos tumorales humanos (como ejemplos de esto; Ran et al, 2005), incluyendo tumores de mama humano 15
ortotópicos (Ejemplo XX; Huang et al, 2005), y tumores pancreáticos humanos ortotópicos (Ejemplo XX; Beck et al, 
2005). 3G4 también inhibe la propagación metastásica y el crecimiento de estos tumores (Ejemplo XX; Huang et al, 
2005; Beck et al, 2005). Cuando se usa en combinación, 3G4 potencia la eficacia terapéutica de los fármacos 
quimioterapéuticos docetaxel y gemcitabina para el tratamiento de tumores mamarios y pancreáticos, 
respectivamente (Ejemplo XX; Huang et al, 2005; Beck et al, 2005).20

Al igual que con los otros anticuerpos usados en el presente documento, los animales portadores de tumores 
tratados con regularidad con la dosis terapéutica (4 mg/kg en ratones, tres veces a la semana) toleran bien la terapia 
con 3G4. Los ratones conservaron síntomas físicos, parámetros de coagulación, celularidad de la médula ósea, 
recuentos de leucocitos e histología normales. A pesar de los efectos de concentraciones muy altas de 3G4 en rutas 
de coagulación dependientes de fosfolípidos parcialmente inhibidas, existe un margen de seguridad sustancial entre 25
la dosis terapéutica y la dosis que prolonga los tiempos de coagulación in vivo. Por lo tanto 3G4 es un agente 
antitumoral eficaz y bien tolerado, que actúa dirigiéndose a fosfolípidos aniónicos en vasos sanguíneos tumorales y 
causando efectos antitumorales mediados por células hospedadoras. 3G4 no está asociado con los efectos 
patógenos publicados en la bibliografía de anticuerpos asociados con el síndrome (o síndromes) antifosfolípido.

El síndrome (o síndromes) antifosfolípido (APS) está asociado con autoanticuerpos denominados anticuerpos 30
“anticardiolipina” y “anticuerpos anticoagulantes lúpicos”. Estos síndromes están asociados con una predisposición 
hacia tromboembolia venosa y arterial, trombocitopenia y diversos síndromes neurológicos. Los anticuerpos 
antifosfolípidos en estos pacientes son por tanto “anticuerpos patógenos”. Dichos anticuerpos antifosfolípidos en la 
población humana aparecen en el lupus eritematoso sistémico (Branch et al, 1987; Staub et al, 1989; Drouvalakis y
Buchanan, 1998; Smirnov et al, 1995; Rauch et al, 1986; Rauch y Janoff, 1990) y están asociados con pérdida 35
recurrente del embarazo (Rote et al, 1995; Rote, 1996; Vogt et al, 1996; 1997; Katsuragawa et al, 1997).

Aunque descritos durante años como “anticuerpos antifosfolípidos” y “anticuerpos anti PS”, dichos anticuerpos 
patógenos en realidad reconocen cofactores de proteína que se unen a cardiolipina, a PS o a ambos, no a los 
propios fosfolípidos (Galli et al, 1990; 1993; McNeil et al, 1990; Rote, 1996). Hay una considerable heterogenicidad 
en los anticuerpos patógenos. Se han descrito determinados anticuerpos anticardiolipina que reconocen regiones 40
particulares en la β2-glucoproteína I, mientras que los anticuerpos anticoagulantes lúpicos reconocen la protrombina. 
De manera similar, los anticuerpos anti-PE que se producen en patologías se unen a PE en combinación con 
proteínas, tales como quininógeno de alto peso molecular (HK), precalicreína y factor XI (Sugj y Mclntyre, 1995; 
1996a; 1996b).

En la selección de anticuerpos para su administración como agentes terapéuticos, se descubrió por tanto que dichos 45
anticuerpos deberían identificarse basándose en la no unión a fosfatidilserina en combinación con cofactores de 
proteína, más bien deben buscarse anticuerpos antifosfatidilserina “verdaderos” (documento WO 2004/006847).

Sin embargo, estudios in vitro adicionales del anticuerpo 3G4 revelaron que, a diferencia de 9D2, la unión de 3G4 a 
fosfatidilserina y a fosfolípidos aniónicos estaba parcialmente inhibida en ausencia completa de suero. Además, se 
descubrió que la unión se reestablecía cuando se unía β2-glucoproteína I (β2GPI). Esto impulsó a los inventores a50
pensar que 3G4 reconoce un epítopo en complejos lípido-β2GPI, de tal manera que la interacción entre 3G4 y PS es 
independiente en β2GPI (solicitud provisional de Estados Unidos nº de serie 60/646,333, presentanda el 24 de enero 
del 2005; Ran et al, 2005). Los autores de la invención pensaron que la PS expuesta en vasos tumorales in vivo 
forma probablemente complejos con otros componentes séricos, tales como β2GPI y que 3G4 probablemente se 
une a estos complejos.55

El potencial de 3G4 para unirse a un complejo PS-β2GPI fue muy sorprendente, no solo porque se había observado 
que 3G4 era inocuo cuando se administraba a animales en numerosos estudios, y no se asociaba a efectos 
patógenos publicados en la bibliografía para anticuerpos asociados con APS, cuyos anticuerpos se sabe que se 
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unen a complejos de lípido-proteína en suero, incluyendo complejos PS-β2GPI. No se ha observado ninguna de las 
manifestaciones de APS en ningún tratamiento con 3G4, a diferencia de las observadas con anticuerpos 
anticardiolipina contra β2GPI (Matzinger, 1998; Fadok et al, 1998; Fadok et al, 2001a;b). Los ratones tratados con
3G4 a altas dosis durante periodos prolongados no mostraron cambios en la capacidad de coagulación, a pesar de 
que los ratones respondieron con APS cuando recibieron inyección de anticardiolipina o anticuerpos anticoagulantes 5
lúpicos.

La presente invención resuelve esta discrepancia, aclara la interacción de 3G4 y β2GPI necesaria para la unión a 
células endoteliales con PS expuesta y explica como 3G4 puede unirse a un complejo PS-β2GPI sin sucumbir a las 
toxicidades asociadas con los anticuerpos patógenos previamente conocidos.

Como se muestra en el Ejemplo XXX, la interacción entre 3G4 y PS es dependiente de β2GPI. Aunque β2GPI se 10
une a fosfolípidos aniónicos débilmente en condiciones fisiológicas, la presente invención muestra que 3G4 potencia 
enormemente la unión de β2GPI con células endoteliales positivas a PS. Los datos muestran que se requieren 
complejos divalentes 3G4/β2GPI para potenciar la unión, dado que los fragmentos Fab’ de 3G4 no se unen a células 
endoteliales con PS expuesta. También demuestran que una construcción β2GPI dimérica artificial se une a células 
endoteliales con PS expuesta si necesidad de 3G4. En su conjunto, estos datos sugieren que 3G4 actúa sobre15
células positivas a PS, incluyendo células endoteliales tumorales, aumentando la afinidad de β2GPI por PS mediante 
la formación de un complejo divalente 3G4/β2GPI.

El Ejemplo XXX también demuestra que 3G4 se une al dominio II de β2GPI. Esto es importante, ya que los 
anticuerpos de pacientes con APS que reconocen el dominio II de β2GPI no son patógenos. Por otro lado, un 
estudio reciente significativo demostró que los anticuerpos anti-β2GPI patógenos aislados de pacientes con APS 20
normalmente reconocen el dominio I de β2GPI (de Laat et al, 2005a). La capacidad del anticuerpo 3G4 para unirse a 
complejos PS-β2GPI sin unirse al dominio I de β2GPI es importante en la falta de toxicidad que presenta el 
anticuerpo. β2GPI también puede interaccionar con el receptor 2’ de apolipoproteína E (apoER2’) (Lutters et al, 
2003). Otro estudio reciente indicó que el dominio V de β2GPI interacciona con apoER2’ y que está implicado en la 
activación de plaquetas, lo que causa un aumento en la deposición de plaquetas en el colágeno (van Lummel et al, 25
2005).

Por consiguiente, mediante la unión ni al dominio I ni al dominio V, el anticuerpo 3G4 puede unirse al complejo PS-
β2GPI e incluso no mostrar toxicidad después de amplios estudios toxicológicos realizados en diversos modelos 
animales. A la luz de estos descubrimientos, ahora pueden prepararse otros anticuerpos que se unen a complejos 
PS-β2GPI y usarse de manera segura en el tratamiento de diversas afecciones, tales como cáncer e infecciones 30
víricas. La selección de anticuerpos que no se unen significativamente al dominio I de β2GPI es normalmente el 
requisito principal, y se contempla que la selección de anticuerpos que no se unen significativamente al dominio I de 
β2GPI o al dominio V de β2GPI proporciona ventajas adicionales.

En revisión, los nuevos estudios han caracterizado la interacción entre el anticuerpo 3G4 y su principal diana de 
fosfolípido aniónico, la fosfatidilserina. Los datos demuestran que la interacción entre 3G4 y PS es dependiente de 35
suero. β2GPI se identificó como el factor sérico necesario para mediar la interacción entre 3G4 y PS.

3G4 se generó originalmente inmunizando ratones con células endoteliales murinas tratadas con H2O2 para inducir 
la exposición a PS (Ejemplo IV; Ran et al, 2005). Las células se cultivaron en medios que contenían FBS y 
probablemente inyectados con una pequeña cantidad de β2GPI bovina, lo que conduce a la producción de 
anticuerpos anti-PS/β2GPI. Se realizaron exploraciones iniciales de anticuerpos con respecto a su reactividad con 40
PS en presencia de suero bovino. Después se realizaron exploraciones en ausencia de suero, pero como se indica 
en el presente documento, el anticuerpo purificado de SCM se purificó simultáneamente con el antígeno β2GPI. Por 
lo tanto, el anticuerpo “purificado” puede unirse a PS en ausencia de suero debido a la presencia de β2GPI bovina
contaminante. Únicamente cuando 3G4 se cultivó y se purificó de medios aséricos se identificó la dependencia del
suero. Otros grupos han descrito cuestiones similares con respecto a la obtención de preparaciones de anticuerpos 45
anti-β2GPI sin β2GPI (Roubey et al, 1995). Por lo tanto, es muy posible que muchos de los denominados
“anticuerpos antifosfolípidos” que se presentan como que se unen directamente a fosfolípidos, realmente reconozcan
proteínas séricas con afinidad por fosfolípidos.

La β2GPI es una glucoproteína de 50 kDa que está presente en el plasma a una concentración de ~200 μg/ml (4 
μM) (Cleve et al., 1969). La proteína es un miembro de la familia de proteínas de control del complemento (PCC) 50
(Steinkasserer et al., 1991). La β2GPI tiene cinco repeticiones PCC en la que los cuatros primeros dominios son 
repeticiones regulares que constan de ~60 aminoácidos. El quinto dominio se diferencia de los cuatro dominios 
restantes ya que tiene 82 aminoácidos, incluyendo un grupo de aminoácidos con carga positiva (282-287) y una 
región hidrófoba conservada (311-317) responsable de la unión de β2GPI a fosfolípidos aniónicos (Steinkasserer et
al., 1992; Huntand Krilis, 1994; Sheng et al., 1996; Mehdi et al., 2000).55

Se sabe poco sobre la función biológica normal de β2GPI. Las funciones propuestas incluyen facilitación de la 
eliminación de células apoptóticas (Balasubramaniam et al., 1997b; Balasubramaniam et al., 2005), modulación de la 
función plaquetaria (Nimpf et al., 1985; Nimpf et al., 1987) e inhibición de la coagulación (Nimpf ef al., 1986; 
Schousboe, 1985); sin embargo, no se ha observado un fenotipo definitivo en ratones o en pacientes con déficit de 
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β2GPI (Mikakis et al., 2004; Yasuda et al., 2000).

En cambio, la β2GPI es muy conocida por su implicación en el trastorno autoinmunitario APS, donde se ha 
identificado como un cofactor plasmático necesario para la unión de los denominados anticuerpos antifosfolípidos
(aPL) a superficies de fosfolípidos aniónicos (de Laat et al., 2004a; Bevers et al., 2004). Se sabe que los anticuerpos 
antifosfolípidos interaccionan con diversas proteínas séricas, pero que los anticuerpos aPL que reconocen la β2GPI 5
se correlacionan más fuertemente con los síntomas clínicos del APS (de Laat et al., 2004b). Por lo tanto, la 
interacción entre la β2GPI, los anticuerpos anti-β2GPI y las superficies de membrana de fosfolípidos aniónicos se ha 
estudiado intensivamente (Bevers et al., 2004).

Los presentes estudios también examinaron las características de la unión de 3G4 a placas de microtitulación 
cubiertas con PS y a células endoteliales con PS expuesta. Usando un ensayo de unión con células vivas, se 10
determinó que ni 3G4 ni β2GPI se unían a células endoteliales con PS expuesta salvo que ambas moléculas 
estuviesen presentes simultáneamente (Ejemplo XXX). Esta observación es coherente con el hallazgo basado en un 
ensayo ELISA que demuestra que 3G4 depende de β2GPI para unirse a superficies de lípidos aniónicos. Además, 
esta observación confirma los informes de que la β2GPI tiene baja afinidad por membranas de fosfolípidos aniónicos 
en condiciones fisiológicas (Willems et al., 1996; Bevers et al, 2004; Bevers et al, 2005) y sugiere que la afinidad 15
está enormemente potenciada por la presencia de 3G4.

Los datos también demuestran que 3G4 potencia la afinidad de β2GPI por superficies de fosfolípidos aniónicos
mediante la formación de complejos divalentes β2GPI. Cuando la concentración de β2GPI permanece constante y la 
concentración de 3G4 aumenta, la unión de 3G4/β2GPI a células endoteliales con PS expuesta, alcanza una 
proporción máxima de 3G4 con respecto a β2GPI de 2:1. A mayores concentraciones de 3G4, la unión disminuye. 20
La curva con forma de campana sugiere competición entre complejos monovalentes y divalentes, lo que conduce a 
una disminución en la unión global del complejo 3G4/β2GPI. Se ha descrito una relación con forma de campana 
para anticuerpos anti-β2GPI en un modelo de trombosis (Jankowski et al, 2003). En otros estudios, los fragmentos 
Fab de 3G4 no se unieron a células endoteliales con PS expuesta en presencia de β2GPI, lo que demuestra que los 
complejos monovalentes 3G4/β2GPI no pueden unirse a superficies de fosfolípidos aniónicos.25

También se demostró que las construcciones β2GPI diméricas artificiales podían unirse a células endoteliales con 
PS expuesta sin necesidad de 3G4. Por lo tanto, los anticuerpos anti-β2GPI aumentan la afinidad de β2GPI por 
superficies de fosfolípidos aniónicos entrecruzando dos moléculas β2GPI, formando un complejo β2GPI divalente.

Cabe destacar que, aunque los complejos 3G4/β2GPI interaccionan con PS casi como los anticuerpos aPL de 
pacientes con APS, 3G4 no ha producido manifestaciones clínicas de APS en un ningún modelo animal ensayado. 30
El mecanismo (o los mecanismos) mediante el cual los anticuerpos antifosfolípidos aPL producen APS siguen siendo
en gran parte desconocidos. Algunos estudios sugieren que aPL/β2GPI puede unirse y activar células endoteliales 
en reposo (que no exponen PS), haciendo que adopten un fenotipo más trombogénico (Simantov et al, 1995; 
Pierangeli et al, 1999). Estudios más recientes demuestran que β2GPI y los complejos aPL/β2GPI no pueden unirse 
y activar complemente a las células endoteliales a menos que ya estén previamente activadas (Chen et al, 2004). La 35
preactivación hace que las células endoteliales expongan PS, proporcionando la superficie fosfolipídica aniónica 
apropiada para la unión de complejos aPL/β2GPI.

3G4 no se une a células ABAE o a células HUVEC en reposo en un ensayo con células vivas. Además, 3G4 no 
activa células HUVEC en reposo o células HUVEC preactivadas con bajas concentraciones de LPS. Recientes 
estudios indican una alta correlación entre la presencia de anticuerpo aPL que reconocen el dominio I de β2GPI en 40
sueros de pacientes y síntomas clínicos de APS (de Laat et al, 2005) y puede necesitarse un cambio conformacional 
para la unión del anticuerpo (de Laat et al, 2005b). Los anticuerpos que reconocen los otros dominios de β2GPI 
también se detectan en los sueros de los pacientes, pero no se correlacionan con patogénesis. Cabe destacar, que 
la presente invención demuestra que 3G4 reconoce el dominio II de β2GPI, lo que probablemente explica la 
ausencia de activación de células endoteliales in vitro y la ausencia de toxicidad in vivo.45

El dominio II de la β2GPI de ratón se diferencia del dominio II de la β2GPI de rata, perro, vaca, chimpancé y ser 
humano únicamente en 7 de 60 aminoácidos. Por lo tanto, la incapacidad de 3G4 de unirse a PS en presencia de 
suero de ratón o de detectar la β2GPI murina mediante inmunotransferencia es inesperada, especialmente a la luz 
de la actividad antitumoral documentada de 3G4 en ratones (los presentes ejemplos; Ran et al, 2005; Huang et al, 
2005; Beck et al, 2005). Cabe destacar, que estos estudios se realizaron usando 3G4 purificado de SCM. Como se 50
muestra en el presente documento, SCM de 3G4 puede unirse a PS, debido a la purificación simultánea de la β2GPI
bovina. Cuando SMC de 3G4 se procesó en un gel SDS-PAGE, se transfirió a un soporte de membrana y se exploró 
con respecto a la presencia de la β2GPI bovina, se observó claramente una banda de 50 kDa. Además, el 3G4 
presente en sueros recogidos de ratones después de inyección con SCM de 3G4 se unía a PS. Por lo tanto, la 
β2GPI bovina puede actuar como mediadora en la unión de 3G4 a PS en plasma de ratón y posiblemente contribuye55
al efecto antitumoral de 3G4. Todos los estudios de tumores realizados en ratones usando 3G4 deben 
complementarse con β2GPI bovina o humana para garantizar el direccionamiento de las células endoteliales 
tumorales con PS expuesta.

La identificación de β2GPI como un importante cofactor necesario para la interacción entre 3G4 y PS potencia 
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enormemente el entendimiento de este exclusivo agente de direccionamiento vascular tumoral. 3G4 se dirige a 
células tumorales endoteliales con PS expuesta potenciando la afinidad de β2GPI por superficies de fosfolípidos
aniónicos mediante la formación de complejos diméricos β2GPI. Además, para aclarar estas propiedades, los 
presentes estudios permiten ahora el desarrollo de anticuerpos de tercera generación que se unen a 
aminofosfolípidos y a fosfolípidos aniónicos en complejos con proteínas séricas, sin duplicar las propiedades de los 5
anticuerpos patógenos. 

En resumen, ahora pueden seleccionarse anticuerpos de “tercera generación” o “anticuerpos PS-β2GPI no 
patógenos” preferidos que se unen a PS y a β2GPI en una posición distinta en el dominio I de β2GPI, o distinta en el 
dominio I o dominio V de β2GPI. A la luz de los datos del presente documento los anticuerpos más preferidos son 
actualmente los que se unen a β2GPI en el dominio II. Siguiendo la metodología y las técnicas de exploración 10
descritas en el presente documento, por ejemplo, usando la información de secuencia de la FIG. 18A y FIG. 18B y 
los ensayos de unión del Ejemplo XXX, pueden prepararse diversos anticuerpos PS-β2GPI no patógenos. Dichos 
anticuerpos e inmunoconjugados de los mismos pueden usarse ventajosamente en el tratamiento inocuo y eficaz de 
infecciones víricas y en el tratamiento del cáncer y otras enfermedades.

D. Receptorcuerpos y betacuerpos15

Los anteriores análisis detallados del anticuerpo 3G4, y particularmente la interacción de 3G4 con β2GPI, que 
contrasta con la que se indica en el documento WO 2004/006847, también contribuyen al desarrollo de los 
inventores de los receptorcuerpos de la presente invención. Cabe destacar, que la presente invención también 
proporciona una serie de construcciones, denominadas “receptorcuerpos”, que se unen a fosfatidilserina, y suscitan 
funciones efectoras del hospedador. Más adelante se describen aspectos de este desarrollo de los receptorcuerpos.20

En el presente documento se presentan datos que muestran que el direccionamiento al sistema vascular tumoral con 
anticuerpos contra fosfatidilserina es eficaz en el tratamiento tumoral. También se demostró que los anticuerpos 
contra fosfatidilserina eran eficaces en el tratamiento de infecciones víricas. Considerando los estudios de tumores 
como un ejemplo, en el presente documento se observó que las condiciones de estrés en el microentorno tumoral 
inducían la exposición de la fosfatidilserina en el endotelio vascular tumoral (Ejemplo VIl, Ejemplo II, Ejemplo V y 25
Ejemplo VI). La fosfatidilserina expuesta proporciona un marcador selectivo de sistema vascular tumoral para la 
formación de imágenes y terapia (Ejemplo IX, Ejemplo, X, Ejemplo XI y Ejemplo XX).

Junto con el tratamiento del tumor, los anticuerpos contra fosfatidilserina producen daños en los vasos sanguíneos 
en tumores y causan infiltración de leucocitos (por ejemplo, FIG. 1). Además, la administración de dichos anticuerpos 
hace que se recluten macrófagos en los tumores. Por ejemplo, en estudios de tratamiento de tumores usando el 30
anticuerpo 3G4, se observó una extensa unión de monocitos sanguíneos en el endotelio vascular tumoral y una 
abundante infiltración de macrófagos en el interior del intersticio tumoral (por ejemplo, Ejemplo XXVII; FIG. 6A, FIG. 
6B, FIG. 6C y FIG. 6D). 

La infiltración de macrófagos en el tumor tratado, considerada en su conjunto con el hallazgo de que 3G4 potencia 
por cinco la tasa de fagocitosis de células que expresan PS por macrófagos de ratón procedentes de médula ósea in 35
vivo de una manera dependiente de Fc, está en consonancia con anticuerpos tales como 3G4 que provocan 
citotoxicidad de macrófagos hacia los vasos tumorales o células tumorales. Además, 3G4 no inhibe directamente la 
proliferación de células endoteliales o de células tumorales que expresan PS, o median la lisis del complemento de 
las células in vitro, lo que sugiere que el anticuerpo no es directamente citotóxico.

Por este motivo los inventores proponen dos mecanismos factibles de lesión mediada por macrófagos en vasos 40
tumorales o células tumorales. En primer lugar, los anticuerpos, tales como 3G4, se unen a complejos de fosfolípidos 
aniónicos, principalmente fosfatidilserina, y a proteínas séricas en vasos tumorales y en células tumorales. Después, 
los anticuerpos estimulan la unión de monocitos y macrófagos mediante receptores de Fcγ, potenciando de este 
modo la citotoxicidad dependiente de anticuerpo (ADCC) y la fagocitosis de macrófagos dependiente de anticuerpo. 
Desde hace tiempo los macrófagos activados se han reconocido como que tienen actividad tumoricida directa 45
(Whitworth et al, 1990). Confirmando esto, Manfredi et al (1998) han descrito que los anticuerpos antifosfolípido
pueden facilitar la opsonización de células que expresan PS mediante macrófagos eliminadores con inducción 
masiva de secreción de TNF-α. Aunque los macrófagos tienen receptores de PS y pueden unirse a células que 
expresan PS y engullirlas (Balasubramanian y Schroit, 2003; Utsugi et al, 1991; Fadok et al, 2001a), la exposición de 
PS solo no es suficiente para estimular el engullimiento (Devitt et al, 2003).50

En segundo lugar, los anticuerpos, tales como 3G4, pueden bloquear las señales de “inactividad” mediadas por PS 
de células endoteliales tumorales que expresan PS, que normalmente suprimirían las respuestas inflamatorias por 
macrófagos que se unen a los vasos tumorales y células tumorales (FIG. 7). Se piensa que mecanismos análogos 
explican la ausencia de respuesta inflamatoria de las células de linaje macrófago contra células apoptóticas (Henson 
et al, 2001; Matzinger, 1998; Gallucci y Matzinger, 2001; Fadok et al, 2001b). Por consiguiente, anticuerpos tales 55
como 3G4 pueden suscitar lesiones a los vasos tumorales provocando que los macrófagos secretan TNF-α, IL-1 y 
otras citocinas inflamatorias que producen daños directamente en el endotelio tumoral (FIG. 7) y reclutan 
adicionalmente células hospedadoras en el tumor (Fadok et al, 1998).
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Idealmente, cada uno de los posibles mecanismos anteriores deben reconciliarse con la propuesta de que los 
macrófagos asociados a tumores pueden inducir la angiogénesis tumoral, lo que promueve el crecimiento tumoral 
(por ejemplo, Sunderkotter et al, 1994). Por lo tanto, los autores de la invención piensan que hay un equilibrio entre 
los efectos proangiogénicos de los macrófagos y sus efectos citotóxicos directos sobre vasos tumorales y células 
tumorales que se determina mediante condiciones locales (por ejemplo, hipoxia, TGF-β) en el microambiente 5
tumoral (Breier et al, 2002). Actualmente se contempla que los anticuerpos, tales como 3G4, alteran el microentorno 
tumoral de una manera que favorece una respuesta citotóxica directa de los macrófagos.

Por lo tanto, considerando la biología de la fosfatidilserina, y opcionalmente la luz de los datos presentados en el 
presente documento con respecto al comportamiento de los macrófagos en el tratamiento tumoral, los autores de la
invención proporcionan una serie de construcciones o “receptorcuerpos” ventajosos que se unen a fosfatidilserina, y 10
opcionalmente a otros fosfolípidos aniónicos, y conjugados relacionados y métodos de uso.

Dicha construcción o receptorcuerpo de la invención comprenderá típicamente una proteína o un polipéptido, 
receptor, ligando o péptido de unión que reconozca y se una a fosfatidilserina, y opcionalmente a otros fosfolípidos 
aniónicos, cuya proteína o polipéptido receptor, ligando o péptido de unión, está ligado a un anticuerpo o región Fc 
de inmunoglobulina o dominio. La región Fc modifica la proteína o el polipéptido, el receptor, el ligando o el péptido 15
de unión para aumentar su semivida biológica, pero lo que es más importante, proporciona la construcción resultante 
con la capacidad de estimular funciones efectoras del hospedador para potenciar el tratamiento de enfermedades.

Los receptorcuerpos de la invención pueden usarse en cualquiera de las realizaciones en las que puedan usarse
anticuerpos contra fosfatidilserina. Dichos receptorcuerpos tienen por tanto múltiples aplicaciones, incluyendo la 
unión a fosfatidilserina en vasos sanguíneos tumorales y en células tumorales, lo que conduce a efectos 20
anticelulares y antivasculares mediados por células hospedadoras en el tumor, y a la unión de fosfatidilserina en 
virus o en células infectadas con virus, lo que conduce a un efecto antivírico en animales.

Una de las ventajas de estos aspectos de la invención es que los receptorcuerpos usan proteínas, polipéptidos o 
receptores de unión a fosfatidilserina natural para conseguir una unión específica. Aunque en el presente documento 
se muestra que el uso de anticuerpos contra fosfatidilserina es eficaz en muchas realizaciones de tratamiento, los 25
receptorcuerpos podrían tener mayor avidez o especificidad que los anticuerpos anti-PS. La dimerización de 
proteínas o polipéptidos de unión a fosfatidilserina, particularmente β2GPI, sobre una región de inmunoglobulina Fc, 
hace que las construcciones obtengan mejor avidez, estabilidad, semividas in vivo más prolongadas, y posiblemente 
una localización superior en tejidos que expresan fosfatidilserina, así como estimulación de funciones efectoras del 
hospedador in vivo. En el presente documento se muestra que los anticuerpos anti-PS son eficaces e inocuos 30
cuando se administran a animales, incluyendo monos. Del mismo modo, los receptorcuerpos que contienen los 
ligandos naturales serán eficaces e inocuos y no causarán síndromes antifosfolípido. Por consiguiente, los 
receptorcuerpos de la presente invención son agentes terapéuticos sencillos, humanos, específicos e inocuos, que 
pueden usarse para tratar una serie de tumores e infecciones víricas.

D1. Proteínas de unión a fosfatidilserina35

La proteína o polipéptido, receptor, ligando o péptido de unión en los receptorcuerpos de la divulgación puede ser 
cualquiera de una de las diversas proteínas de unión a fosfatidilserina, incluyendo receptores derivados de células, 
factor V, protrombina (factor II) y similar. Se prefiere mucho el uso de la β2-glucoproteína I.

Determinados factores en la cascada de coagulación también se unen a fosfatidilserina y por tanto pueden usarse en 
los receptorcuerpos de la divulgación. Por ejemplo, el factor V y la protrombina (factor II) se unen a fosfatidilserina. 40
En el complejo protrombinasa, la unión del factor Va a una superficie de lípidos anicónicos promueve la unión 
dependiente de Ca2+ del factor Xa, que convierte la protrombina en trombina. En ambos complejos, la fosfatidilserina 
es el fosfolípido aniónico más eficaz. Por tanto, en la divulgación pueden usarse proteínas de unión a fosfatidilserina,
Proteína C, Proteína S, Factor ll/lla, Factor V/Va, Factor VIl/Vlla, Factor IX/IXa y Factor X/Xa.

Fadok et al. (2000) describieron la clonación de un receptor de PS que unía directamente a células apoptóticas. Este 45
receptor se expresa en muchos tipos de células, incluyendo macrófagos, fibroblastos y células epiteliales. Los 
estudios usando anticuerpos y vesículas de PS indican que el receptor reconoce la fosfatidilserina en la superficie 
celular. Por tanto, este es un receptor específico de PS, “el receptor de PS” o “PSr” (Número de Registro AF304118). 
Este receptor está presente en fagocitos, tales como macrófagos, y también en otros tipos de células. Por tanto, el 
receptor de PS de Fadok et al. (2000) puede usarse en los receptorcuerpos de la divulgación.50

En Balasubramanian y Schroit, 2003, en particular, véase Balasubramanian y Schroit, 2003, Tabla 2, y las 
referencias citadas en su interior, se describen otras proteínas de unión a fosfatidilserina que podrían usarse en los 
receptorcuerpos de la divulgación. Estas proteínas de unión a fosfatidilserina incluyen, por ejemplo, CD14;
integrinas, tales como α5β3 (vitronectina, CD51/CD61) y α5β3/CD36; diversos receptores eliminadores, tales como 
SRB (CD36), SRC (LOX-1, SRCL), SRD (CD68, macrosialina) y PSOX; receptores del complemento, tales como 55
CR3 (CD11b/CD18) (Número de Registro NM 000632), CR4 (CD11c/CD18) (Número de Registro NM 000887) y 
CD93 (cCIqr, calreticulina)/CD91 (receptor de α2-macroglobulina); y otros receptores tales como los compañeros de 
reconocimiento de fagocitos Mer/Gas 6 para células apoptóticas que expresan PS (Número de Registro AH010001).
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Aunque las anexinas, tal como la anexina V, pueden usarse como una proteína de unión a fosfatidilserina en un 
receptorcuerpo, su uso no es una parte universal de la presente invención. Por lo tanto, en determinadas 
realizaciones, la presente invención proporciona construcciones en las que la proteína de unión a fosfatidilserina no 
es una anexina. Sin embargo, la siguiente información se proporciona para su uso en aquellas realizaciones, en las 
que se contempla una anexina. Además, la información técnica que aparece en los documentos de patente de 5
anexina, por ejemplo, con respecto a la expresión y conjugación, puede usarse para confirmar las otras 
construcciones de proteína de unión a fosfatidilserina-Fc de la divulgación.

Se han identificado al menos nueve miembros de la familia de las Anexinas (de la Anexina I a la Anexina IX) en 
tejidos de mamífero. Actualmente, entre estas, se prefiere la Anexina V (también conocida como PAP-I). Las 
secuencias de ADN y proteínas de las Anexinas se conocen en la técnica, lo que facilita la producción fácil de 10
proteínas de fusión recombinantes para su uso en estos aspectos de la divulgación.

En la Patente de Estados Unidos nº 5.658.877, se describe la Anexina I, cantidades eficaces de Anexina I y 
composiciones farmacéuticas de las mismas. También se describen métodos de tratamiento de un animal para 
prevenir o aliviar los efectos adversos de la endotoxina en el pulmón, que comprende administrar en las vías 
respiratorias de un animal, una cantidad inocua de un fragmento de Anexina I de 33 kDa.15

La Anexina V contiene un grupo sulfhidrilo libre y no tiene ninguna cadena de hidrato de carbono unida. La 
estructura primaria de la anexina V deducida de la secuencia de ADNc muestra que la anexina V comprende cuatro 
unidades de repetición internas (Patente de Estados Unidos nº 4.937.324). La Patente de Estados Unidos nº
5.296.467 y el documento WO 91/07187 proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden “anexina”.

El documento WO 91/07187 proporciona derivados y análogos de anexina preparados de manera natural, sintética o 20
genética. Las anexinas particulares constan de 320 aminoácidos que contienen aminoácidos variantes y 
opcionalmente un puente disulfuro entre la Cys 316 y la Ala 2. 

La Patente de Estados Unidos nº 5.296.467 describe adicionalmente anexinas y composiciones farmacéuticas de las 
mismas. La Patente de Estados Unidos nº 5.296.467 describe la clonación, la expresión recombinante y la 
preparación de anexina. También se desvelan agregados de dos o más anexinas, por ejemplo, ligados por enlaces25
disulfuro entre uno o más grupos de cisteína sobre la anexina respectiva. En el documento WO 95/27903 se 
proporciona otro ejemplo más de materiales de partida de anexina adecuados, que proporciona anexinas para su 
uso en la detección de células apoptóticas.

La Patente de Estados Unidos nº 6.197.278 también facilita y ofrece una descripción de las anexinas en un sentido 
genérico, su administración segura y eficaz in vivo y realizaciones de formación de imágenes. Lo siguiente describe 30
materiales de partida de anexina apropiados para la preparación de construcciones, también se identifican cada una 
de las estrategias de diagnóstico de la Patente de Estados Unidos nº 5.627.036; documentos WO 95/19791; WO 
95/27903; WO 95/34315; WO 96/17618; y WO 98/04294. Diversos de estos documentos también se refieren a 
vectores de expresión recombinante útiles. 

La Patente de Estados Unidos nº 5.632.986 también se proporciona con el fin de describir adicionalmente el 35
aislamiento de la anexina de extractos de tejido (Patente de Estados Unidos nº 4.937.324) y la producción de 
anexina por métodos recombinantes. Por tanto, se identifica cada uno de los clones de ADNc y vectores de 
expresión de la Patente de Estados Unidos nº 5.632986.

La Patente de Estados Unidos nº 5.632.986 describe adicionalmente mutantes y variantes de la molécula de anexina 
que se subdividen o modifican en uno o más restos de aminoácidos siempre que la capacidad de unión del 40
fosfolípido no se reduzca sustancialmente. Las anexinas apropiadas para su uso pueden por tanto truncarse, por 
ejemplo, para incluir uno o más dominios o contener menos restos de aminoácidos que en la proteína nativa, o 
pueden contener aminoácidos sustituidos. Se acepta cualquier cambio siempre que la muteína o molécula de 
anexina de segunda generación no contenga sustancialmente menor afinidad por el aminofosfolípido. El mismo 
razonamiento se aplica a proteínas que no son anexinas.45

En la Patente de Estados Unidos nº 5.632.986 también se describe el entrecruzamiento químico de las anexinas y 
otros agentes. Todas estas técnicas pueden adaptarse para su uso con las mismas sustituyendo simplemente los 
agentes trombolíticos de las regiones Fc descritas en el presente documento. Por tanto, pueden usarse diaminas 
alifáticas; ésteres de succinimida, agentes de acoplamiento heterobifuncionales, tales como SPDP; compuestos de
maleimida, enlazadores con espaciadores; y similares. Estos agentes también pueden usarse con proteínas que no 50
son anexinas.

La Patente de Estados Unidos nº 5.632.986 se identifica específicamente también con el fin de describir la 
producción recombinante de los conjugados que contienen anexina. Las secuencias de ácido nucleico apropiadas se 
unen por tanto para producir secuencias codificantes quiméricas que, a su vez, producen proteínas quiméricas. Los 
vectores de expresión ejemplares se dice que son pKK233-2 (E. coli), DPOT (levadura) y pDSPI.IBGH (mamífero). 55
Dichas enseñanzas se complementan con información adicional proporcionada en el presente documento.

Cada una de las Patentes de Estados Unidos nº 6.312.694, 6.783.760 y 6.818.213 se identifican con el fin de incluir 
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adicionalmente y proporcionar una descripción detallada de las proteínas de unión a fosfatidilserina en un sentido 
genérico, y su administración inocua y eficaz in vivo. Estas patentes desvelan composiciones de ligandos de unión 
en las que un agente terapéutico está conectado operativamente a un agente diana que se une a fosfatidilserina, 
preferentemente fosfatidilserina expuesta en la superficie luminal de vasos sanguíneos de un tumor vascularizado, y 
métodos de tratamiento del cáncer usando dichos ligandos de unión y combinaciones de los mismos. Aunque estas 5
patentes no enseñan ni sugieren las proteínas de unión a fosfatidilserina ligadas a una región Fc, desvelan proteínas 
de unión a fosfatidilserina, agentes terapéuticos unidos y métodos de tratamiento in vivo inocuos y eficaces. 

Las Patentes de Estados Unidos nº 6.312.694, 6.783.760 y 6.818.213 se refieren particularmente a ligandos de 
unión en los que un agente terapéutico está conectado operativamente a al menos una primera proteína de unión a 
fosfatidilserina. Aunque en estas patentes las proteínas están relacionadas con agentes terapéuticos y se usan para 10
suministrar los agentes terapéuticos al sistema vascular tumoral sin una región Fc, y por tanto no suscitan funciones 
efectoras de células hospedadoras, estas patentes también permiten y describen conjugados de proteína y su 
administración inocua y eficaz in vivo, incluyendo para tratar el cáncer. Por tanto, usando la información de estas 
patentes y las enseñanzas de la presente divulgación, puede prepararse una serie de receptorcuerpos en los que 
una proteína de unión a fosfatidilserina, o un fragmento de unión a fosfatidilserina de los mismos, se liga ahora con 15
una región Fc o dominio.

La β2-glucoproteína I (β2GPI) es la proteína de unión a fosfatidilserina actualmente preferida para su uso en los 
receptorcuerpos de la invención. La β2GPI, también conocida como apolipoproteína H, es una glucoproteína 
plasmática de 50 kDa que se une a fosfolípidos cargados negativamente a través de su extremo C (Wurm, 1984). Se 
proporcionan los siguientes números de registro para la B2GPI humana (NP 000033, AAP72014 e ICIZA) y para la 20
B2GPI de ratón (AAH53338, NP 038503, CAA69401, BAB2721). Pruebas realizadas in vitro e in vivo indican que la 
β2GPI desempeña una función en la eliminación de células apoptóticas que expresan PS (Chonn et al., 1995; 
Balasubramanian et al., 1997; Balasubramanian y Schroit, 1998). Las interacciones de β2GPI con fagocitos son 
electroestáticas en la naturaleza y la glucosilación de proteínas no es crítica para el reconocimiento de fagocitos. Por 
consiguiente, no hay obstáculos significativos para la producción recombinante de β2GPI para su uso en 25
receptorcuerpos.

Cuando se usa una proteína, polipéptido o péptido de β2GPI en la invención, la construcción Fc-β2GPI resultante se 
denomina “betacuerpo”. Los betacuerpos incluirán preferentemente una región de unión a lípidos a partir del dominio 
V de β2GPI, como se muestra en el presente documento en la FIG. 18A y FIG. 18B. Las construcciones que 
contienen todo el dominio V pueden preferirse para garantizar la unión a lípidos. El dominio V puede usarse en 30
solitario, o con uno o más de los cuatro dominios restantes. Aunque el uso de la proteína β2GPI de longitud 
completa será conveniente, los betacuerpos que no contengan el dominio I de β2GPI pueden preferirse en 
determinados aspectos, ya que los anticuerpos de pacientes con APS reconocen comúnmente el domino I de β2GPI 
(de Laat et al., 2005a).

Otros betacuerpos preferidos son aquellos en los que dos polipéptidos de β2GPI están dimerizados sobre una región 35
Fc. Dichos betacuerpos, como se muestra en el presente documento, son eficaces en la unión a fosfatidilserina en 
placas y expuestos en superficies celulares. Sin embargo, se proporcionan otros medios de preparación de 
betacuerpos dimerizados y multimerizados, tales como nanopartículas, liposomas y otros armazones moleculares.

D2. Regiones Fc

La región Fc se conectará, ligará o conjugará con la proteína o polipéptido, receptor, ligando o péptido de unión a 40
fosfatidilserina de tal manera que la actividad deseada del receptorcuerpo resultante no se destruya sustancialmente 
por la conexión con la región Fc. Puede emplearse cualquiera de las tecnologías de conjugación o ligamiento
conocidas en la técnica, tales como, por ejemplo, las descritas en la sección pertinente del presente documento. Si 
se desea, pueden crearse proteínas de fusión usando técnicas de biología molecular, que ahora son una práctica 
convencional para los expertos habituales en la técnica, como de nuevo se ilustra en el presente documento. Por 45
tanto, el receptorcuerpo puede fabricarse como un conjugado químico o como una proteína de fusión.

Dentro de las cadenas pesadas de una inmunoglobulina, los dominios amino terminales son los dominios variables 
(VH). Los dominios variables de las cadenas pesada y ligera funcionan conjuntamente en la unión antigénica. En las 
cadenas pesadas, los dominios variables están seguidos por tres dominios constantes: CH1, CH2 y el extremo 
carboxilo CH3. En determinadas realizaciones, hay un cuarto dominio constante, CH4. Un corto tramo, el interruptor,50
conecta las regiones variable y constante de cadena pesada. La bisagra conecta CH2 y CH3 (el fragmento Fc) con el 
resto del anticuerpo (los fragmentos Fab).

La naturaleza de la región constante determina diversos mecanismos de acción distintos de la unión antigénica. Los 
anticuerpos se dividen en cinco clases principales, IgM, IgG, IgA, IgD e IgE, en función de la estructura de la región 
constante y función inmunitaria. Los dominios constantes de cadena pesada que corresponden a las diferentes 55
clases de inmunoglobulinas se denominan μ, γ, α, δ y ε y respectivamente.

A la luz de las funciones efectoras proporcionadas por las regiones Fc (Bruggemann et al, 1987; Riechmann et al, 
1988; Clark, 1997; Padlan, 1994; cada uno de estos documentos específicamente incorporado en el presente 
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documento por referencia), las regiones Fc actualmente preferidas son la IgG1 (γ1) humana y la IgG3 (γ3) humana 
para su uso clínico y la IgG2a (γ2a) de ratón y la IgG2b (γ2b) de ratón para ensayos preclínicos en ratones. Se 
piensa que la γ2 es silenciosa y por tanto no debe seleccionarse para proporcionar funciones efectoras, aunque 
sigue siendo una proteína humana útil para su uso como un dominio de dimerización. Aunque seleccionada para las 
funciones efectoras, la parte Fc de las inmunoglobulinas también contribuye a prolongar la semivida, que puede 5
resultar de la reabsorción activa de los anticuerpos en los riñones.

Aunque la expresión recombinante de las regiones Fc y de las construcciones de unión es conveniente, dichos 
fragmentos también pueden obtenerse por proteólisis de toda la inmunoglobulina, preferentemente por la tiol 
proteasa no específica, papaína. La digestión con papaína produce dos fragmentos de unión a antígeno idénticos, 
denominados “fragmentos Fab”, cada uno de ellos con un solo sitio de unión a antígeno y el “fragmento Fc” residual.10

La papaína debe activarse primero reduciendo el grupo sulfhidrilo en el sitio activo con cisteína, 2-mercaptoetanol o 
ditiotreitol. Los metales pesados en la enzima de reserva deben retirarse por quelación con EDTA (2 mM) para 
garantizar una actividad enzimática máxima. La enzima y el sustrato normalmente se mezclan juntas en la 
proporción de 1:100 por peso. Después de la incubación, la reacción puede detenerse por alquilación irreversible del 
grupo tiol con yodoacetamina o simplemente por diálisis. La finalización de la digestión debe monitorizarse con SDS-15
PAGE y las diversas fracciones separarse mediante cromatografía de intercambio iónico o con proteína A-Sefarosa.

En determinadas realizaciones, pueden usarse dos fragmentos de Fc, preferentemente dos fragmentos de Fc 
humanos. En dichos aspectos, pueden combinarse dos proteínas, receptores o ligandos de unión con los dos 
fragmentos Fc para preparar otro tipo de receptorcuerpo divalente. Los fragmentos Fc humanos se preferirán para 
fabricar receptorcuerpos para la administración en seres humanos. De hecho, esto es una ventaja de la invención, 20
ya que se produce una construcción terapéutica completamente humana. Por tanto, las construcciones Fc-β2GPI 
incluyen agentes terapéuticos de betacuerpos completamente humanos.

D3. Otras construcciones y transportadores

Aunque el ligamiento de una región Fc a una proteína o polipéptido de unión a fosfatidilserina es la realización 
preferida de la invención del receptorcuerpo, las proteínas de unión a fosfatidilserina también pueden ligarse a 25
transportadores inertes para conferir longevidad a las moléculas biológicamente activas. Como tal, la presente 
invención proporciona adicionalmente construcciones que comprenden al menos una primera proteína de unión a 
aminofosfolípido, incluyendo β2GPI, conectada operativamente a al menos un primer transportador inerte.

Como se sabe en la técnica, las proteínas transportadoras pueden usarse para aumentar la semivida biológica, y 
son proteínas ejemplares las albúminas y globulinas, tales como neutravidina y estreptavidina. También pueden 30
usarse transportadores no proteicos para aumentar la semivida biológica, tales como polímeros naturales o 
sintéticos, incluyendo polisacáridos y PEG. Cualquier transportador inerte de este tipo puede conectarse a 
cualquiera de las proteínas de unión a fosfatidilserina descritas en el presente documento.

Otros aspectos de la presente invención se refieren a composiciones de dímeros de β2GPI preparados por medios 
que no sean el uso de una región Fc, y diversos métodos de uso. Particularmente, la invención proporciona métodos 35
de tratamiento del cáncer y métodos para tratamiento de infecciones víricas, que comprenden administrar a un 
animal que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de un dímero de β2GPI.

Otros aspectos más de la invención son los liposomas que comprenden polipéptidos β2GPI, tanto en forma dimérica 
como no, y que incluyen polipéptidos β2GPI distintos de los que se conectan con una región Fc. Como tal, la 
invención se refiere a un sistema de liberación de fármaco basado en una nanopartícula, liposoma, transportador de 40
lípidos, complejo, mezcla, agregado multimolecular de estructura supramolecular o en lípido que comprende al 
menos un primer polipéptido β2GPI. El polipéptido β2GPI puede ser un dímero, pero no es preciso que lo sea. El 
polipéptido β2GPI puede estar, o no, conectado a un agente terapéutico adicional. Dichos liposomas serán 
preferentemente liposomas furtivos y pueden contener un agente terapéutico en el núcleo del liposoma.

Otros aspectos adicionales de la presente invención se refieren a composiciones de polipéptidos β2GPI (distintos de 45
los polipéptidos β2GPI conectados a una región Fc) en las que el polipéptido β2GPI está conectado operativamente 
a al menos un primer agente terapéutico, y a diversos métodos de uso. Se prefieren particularmente composiciones 
en las que un polipéptido β2GPI está conectado operativamente a al menos una primera citocina, tal como TNFα, IL-
2 o IFNα. En determinadas realizaciones, el polipéptido β2GPI será un dímero y un polipéptido β2GPI dimérico 
estará conectado operativamente a al menos un primer agente terapéutico, tal como una citocina. Cualquiera de 50
dichas construcciones o conjugados de citocina - β2GPI se contemplan particularmente para su uso en el 
tratamiento de enfermedades, incluyendo infecciones víricas.

Por tanto, adicionalmente la invención proporciona métodos de tratamiento del cáncer y métodos de tratamiento de 
infecciones víricas, que comprende administrar a un animal que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de 
una construcción que comprende un polipéptido β2GPI conectado operativamente a al menos una primera citocina, 55
preferentemente a TNFα, IL-2 o IFNα. El polipéptido β2GPI puede ser un polipéptido β2GPI dimérico.
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D4. Conjugados de Agentes Adicionales

Las construcciones y receptorcuerpos de la invención también pueden usarse para suministrar agentes terapéuticos 
conectados con dianas específicas, tales como el sistema vascular tumoral e intratumoral, células tumorales, células 
infectadas con virus y partículas víricas. Aunque no refiriéndose a construcciones con regiones Fc, cada una de las 
Patentes de Estados Unidos nº 6.312.694, 6.783.760 y 6.818.213 está identificada específicamente por sus 5
enseñanzas generales con respecto a proteínas de unión a aminofosfolípidos conectadas con agentes terapéuticos. 
Al igual que las construcciones y receptorcuerpos de la presente invención que también pueden usarse en terapia 
antivírica segura y eficaz, estas construcciones también pueden ligarse ventajosamente con una serie de agentes 
antivíricos conocidos.

En estos aspectos de la invención, cualquier construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención puede 10
usarse para preparar un conjugado. Los agentes para su uso en dichos conjugados incluyen preferentemente un 
agente anticelular o citotóxico, una citocina, quimiocina, un inhibidor de ATPasa de tipo V, inhibidor de la síntesis de 
proteínas, agente quimioterapéutico, agente antiangiogénico, agente inductor de apoptosis, fármaco antitubulina, 
radioisótopo, agente coagulante o antivírico. En los conjugados antivíricos, no hay ninguna necesidad de usar un 
segundo agente antivírico como el agente conectado.15

E1. Agentes anticelulares y citotóxicos

Para determinadas aplicaciones, los agentes terapéuticos serán agentes citotóxicos o farmacológicos, 
particularmente citotóxicos, citoestáticos o, de otra manera, agentes anticelulares que tienen la capacidad de destruir 
o suprimir el crecimiento o la división celular de las células, particularmente células endoteliales tumorales, células 
tumorales o células infectadas con virus.20

Los agentes anticelulares ejemplares incluyen agentes terapéuticos, así como citotoxinas. Los agentes 
quimioterapéuticos que pueden usarse incluyen: hormonas, tales como esteroides; antimetabolitos, tales como 
citosina arabinósido, fluorouracilo, metotrexato o aminopterina; antraciclinas; mitomicina C; alcaloides de la vinca; 
democolcina; etopósido, mitramicina; agentes alquilantes antitumorales, tales como clorambucilo o melfalán. Otras 
realizaciones pueden incluir agentes tales como citocinas. Básicamente puede usarse cualquier agente anticelular 25
siempre que pueda conjugarse satisfactoriamente con una construcción de una manera que permita su 
direccionamiento, internalización, liberación y/o presentación a los componentes sanguíneos en el sitio de las células 
diana, tales como células endoteliales.

Puede haber circunstancias, tales como cuando el antígeno diana no se internaliza mediante una ruta de acuerdo
con una intoxicación eficaz por el compuesto tóxico, en la que se deseará dirigir agentes quimioterapéuticos, tales 30
como fármacos antitumorales, citocinas, antimetabolitos, agentes alquilantes, hormonas y similares. Diversos 
agentes quimioterapéuticos y otros agentes farmacológicos se han conjugado ahora satisfactoriamente y 
demuestran que funcionan desde un punto de vista farmacológico, incluyendo doxorrubicina, daunomicina, 
metotrexato, vinblastina, neocarcinostatina, macromicina, trenimón y α-amanitina.

En otras circunstancias, cualquiera de los posibles efectos secundarios de la terapia basada en citotoxinas puede 35
eliminarse mediante el uso de inhibidores de la síntesis de ADN, tales como daunorrubicina, doxorrubicina, 
adriamicina y similares. Estos agentes son por tanto ejemplos preferidos de agentes anticelulares para su uso en 
determinados aspectos de la presente invención. En términos de agentes citoestáticos, dichos compuestos 
generalmente alteran el ciclo celular natural de una célula diana, preferentemente de tal manera que la célula se 
elimina del ciclo celular.40

Se conoce una gran diversidad de agentes citotóxicos que pueden conjugarse. Como ejemplos se incluyen 
numerosas toxinas obtenidas de plantas, hongos o bacterias que, como ejemplo, incluyen diversas toxinas de 
cadena A, particularmente cadena A de ricina; proteínas inactivadoras de ribosomas, tales como saporina o 
gelonina; α-sarcina; aspergilina; restrictocina; ribonucleasas, tal como ribonucleasa placentaria; toxina diftérica y 
exotoxina de pseudomonas, por nombrar sólo unas cuantas.45

El libro de toxinas, muy conocido, de 1992 “Genetically Engineered Toxins”, editado por Arthur E. Frankel, 
incluyendo el anexo, que incluye las secuencias primarias de aminoácidos de una gran cantidad de toxinas, se 
incorpora específicamente en el presente documento por referencia, con la finalidad de describir adicionalmente y 
permitir el uso de toxinas en construcciones diana.

De las toxinas, se prefiere el uso de las cadenas A de gelonina y ricina. El uso de la gelonina como la parte efectora 50
o toxina de inmunoconjugados que se unen a marcadores expresados, accesible para unirse, adsorberse o 
localizarse en vasos sanguíneos intratumorales de un tumor vascularizado se describe en la Patente de Estados 
Unidos nº 6.051.230, específicamente incorporada en el presente documento por referencia, y en la Patente de 
Estados Unidos nº 6.451.312, que se refiere particularmente a la gelonina ligada a VEGF como un agente diana.

Al igual que las cadenas A de ricina, un resto de toxina adicionalmente preferido es la cadena A de toxina que se ha 55
tratado para modificar o retirar restos de hidratos de carbono, denominada cadena A desglucosilada (dgA). La 
cadena A de ricina desglucosilada se prefiere por su extrema fuerza, semivida más prolongada y porque es 
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económicamente fácil de fabricarla a un grado y a una escala clínicos.

Puede ser deseable desde un punto de vista farmacológico emplear la molécula más pequeña posible que sin 
embargo proporcione una respuesta biológica apropiada. Se puede desear por tanto emplear péptidos de cadena A 
más pequeños que proporcionen una respuesta anticelular adecuada. Para esta finalidad, se ha descubierto que la 
cadena A de ricina puede “truncarse” retirando 30 aminoácidos N terminales por Nagarasa (Sigma) y conservar aún 5
una actividad de toxina adecuada. Se propone que, cuando se desee, esta cadena A truncada pueda emplearse en 
conjugados de acuerdo con la invención.

Como alternativa, se puede encontrar que la aplicación de la tecnología de ADN recombinante para el resto de la 
cadena A de toxina proporcione beneficios adicionales de acuerdo con la invención. Dado que se ha conseguido la
clonación y expresión de la cadena A de ricina biológicamente activa, ahora es posible identificar y preparar péptidos 10
más pequeños, o de otra manera variantes, que no obstante presenten una actividad de toxina apropiada. Además, 
el hecho de que la cadena A de ricina se haya clonado ahora, permite la aplicación de la mutagénesis dirigida, a 
través de la cual se pueden preparar y explorar fácilmente péptidos derivados de cadena A y obtener restos útiles 
adicionales para su uso junto con la presente invención.

E2. Citocinas15

Las citocinas y quimiocinas son ejemplos particulares de agentes para la unión a una construcción, receptorcuerpo o 
betacuerpo de la presente invención. Pueden usarse diversas citocinas, incluyendo IL-3, IL-4, IL-5, IL-7, IL-8, IL-9,
IL-11, IL-13, TGF-β, M-CSF, G-CSF, TNFβ, LAF, TCGF, BCGF, TRF, BAF, BDG, MP, LIF, OSM, TMF, IFN-α, IFN-β. 
Las citocinas más preferidas incluyen IL-1α, IL-1β, IL-2, IL-6, IL-10, GM-CSF, IFN-γ, proteína-1 quimioatrayente de 
monocitos (MCP-1), factor BB de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-BB) y proteína C reactiva (CRP) y 20
similares. Los ejemplos particularmente preferidos son TNFα, inductores de TNFα, IL-2, IL-12, IFN-β, IFN-γ y LEC.

El TNFα aumenta la permeabilidad vascular. Este agente se contempla para la conexión a una construcción 
receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, particularmente cuando el conjugado resultante se usa en terapia de 
combinación para el tratamiento del cáncer. La construcción suministrará el TNFα unido al entorno tumoral, y la 
permeabilidad vascular potenciada causada en el tumor facilitará la penetración de un segundo agente 25
anticanceroso en el tumor, amplificando de este modo el efecto antitumoral global. 

La IL-12, por ejemplo, puede unirse a una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo y usarse para redirigir 
defensas del hospedador para atacar los vasos tumorales. La quimiocina LEC (quimiocina expresada en el hígado, 
también conocida como NCC-4, HCC-4 o LMC) es otro componente preferido (Gioaerelli et al., 2000). LEC es 
quimiotáctica para células dendríticas, monocitos, linfocitos T, células MK y neutrófilos y por lo tanto puede mejorar 30
las respuestas antitumorales mediadas por el hospedador.

E3. Factores de coagulación 

Una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención puede ligarse a un componente que sea capaz de 
estimular directa o indirectamente la coagulación, para formar un coaguligando. Las Patentes de Estados Unidos nº
6.093.399, 6.004.555, 5.877.289 y 6.036.955 se identifican específicamente por referencia con el fin de describir 35
adicionalmente la conexión operativa de coagulantes para formar coaguligandos.

Una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención puede ligarse directamente al coagulante o factor de 
coagulación, o puede ligarse a una segunda región de unión que se une y después libera el coagulante o factor de 
coagulación. Como se usa en el presente documento, cada uno de los términos “coagulante” y “factor de 
coagulación” se usa para referirse a un componente que sea capaz de estimular directa o indirectamente la 40
coagulación en condiciones apropiadas, preferentemente cuando se proporciona en un entorno in vivo específico, tal 
como el sistema vascular tumoral. 

Los factores de coagulación preferidos son composiciones de Factor Tisular, tales como moléculas de TF truncado 
(tTF), moléculas de TF diméricas, multiméricas y mutantes. “TF truncado” (tTF) se refiere a construcciones de TF 
cuya unión a membranas se vuelve deficitaria por la retirada de secuencias de aminoácidos suficientes para efectuar 45
este cambio correctamente. Una “cantidad suficiente” en este contexto es una cantidad de secuencias de 
aminoácidos transmembrana originalmente suficiente para introducir la molécula de TF en la membrana, o de otra 
manera, mediar en la unión funcional de la membrana de la proteína TF. Por tanto, la retirada de dicha “cantidad 
suficiente de la secuencia del tramo transmembrana” crea una proteína o un polipéptido del Factor Tisular truncado
con déficit en cuanto a la capacidad de unión a membranas fosfolipídicas, de tal manera que la proteína es 50
sustancialmente una proteína soluble que no se une significativamente a membranas fosfolipídicas. El TF truncado 
por tanto no convierte sustancialmente el Factor VII a Factor VIIa en un ensayo de TF estándar, e incluso conserva
la actividad denominada catalítica, incluyendo la activación del Factor X en presencia del Factor VIIA.

Las Patentes de Estados Unidos nº 5.504.067, 6.156.321, 6.132.729 y 6.132.730 se identifican específicamente con
la finalidad de describir adicionalmente dichas proteínas de Factor Tisular truncado. Preferentemente, los Factores 55
Tisulares para su uso en estos aspectos de la presente invención generalmente carecerán de las regiones 
transmembrana y citosólicas (aminoácidos 220-263) de la proteína. Sin embargo, no existe la necesidad de que las 
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moléculas de TF truncado se limiten a moléculas de una longitud exacta de 219 aminoácidos.

Las composiciones de Factor Tisular también pueden ser útiles como dímeros. Cualquiera de las construcciones de 
Factor Tisular truncado, mutado u otras pueden prepararse de una forma dimérica para su uso en la presente 
invención. Como sabrán los expertos habituales en la técnica, dichos dímeros de TF pueden prepararse empleando 
técnicas convencionales de biología molecular y expresión recombinante, en las cuales dos regiones codificantes se 5
preparan en fase y se expresan a partir de un vector de expresión. Del mismo modo, pueden emplearse diversas 
tecnologías de conjugación química junto con la preparación de dímeros de TF. Los monómeros de TF individuales 
pueden derivatizarse antes de la conjugación. Los expertos en la técnica conocerán fácilmente todas estas técnicas.

Si se desea, los dímeros o multímeros de Factor Tisular pueden unirse mediante un enlace biológicamente liberable, 
tal como un enlazador o una secuencia de aminoácidos selectivamente escindible. Por ejemplo, se contemplan10
enlazadores peptídicos que incluyen un sitio de escisión para una enzima localizada o activa preferentemente dentro 
de un entorno tumoral. Formas ejemplares de dichos enlazadores peptídicos son aquellas que se escinden mediante 
uroquinasa, plasquina, trombina, Factor IXa, Factor Xa, o una metaloproteinasa, tal como colagenasa, gelatinasa o 
estromelisina.

En determinadas realizaciones, los dímeros del Factor Tisular pueden comprender adicionalmente un resto de 15
inserción de membrana hidrófobo oculto, para estimular más tarde la asociación funcional del factor tisular con la 
membrana fosfolipídica, pero solo en determinadas condiciones definidas. Como se describe en el contexto de 
Factores Tisulares truncados, las secuencias hidrófobas de asociación a membrana son generalmente tramos de 
aminoácidos que promueven la asociación con el entorno fosfolipídico debido a su naturaleza hidrófoba. Del mismo 
modo pueden usarse ácidos grasos para proporcionar el resto de inserción de membrana potencial.20

Dichas secuencias de inserción a membrana pueden localizarse bien en el extremo N o en el extremo C de la 
molécula TF, o generalmente anexarse en cualquier otro punto de la molécula siempre que su unión a la misma no 
impida las propiedades funcionales de la construcción TF. La intención del resto de inserción oculto es que 
permanezca no funcional hasta que la construcción de TF se localice dentro del entorno tumoral, y permita que el 
anexo hidrófobo se haga accesible e incluso adicionalmente promueva la asociación física con la membrana. De 25
nuevo, se contempla que los enlaces biológicamente liberables y las secuencias selectivamente escindibles sean 
particularmente útiles en este sentido, escindiéndose el enlace o la secuencia o, de otra manera, modificándose
después de la localización dentro del entorno tumoral y la exposición a enzimas u otras moléculas bioactivas
particulares.

En otras realizaciones, las construcciones de tTF pueden ser multiméricas o poliméricas. En este contexto una 30
“construcción polimérica contiene tres o más construcciones de Factor Tisular. Una “construcción multimérica o 
polimérica de TF” es una construcción que comprende una primera molécula o derivado de TF conectada 
operativamente a al menos una segunda y una tercera molécula o derivado de TF. Los multímeros pueden 
comprender entre aproximadamente 3 y aproximadamente 20 de dichas moléculas de TF. Las unidades de TF 
individuales dentro de los multímeros o polímeros también pueden ligarse mediante enlazadores peptídicos 35
selectivamente escindibles u otros enlaces biológicos liberables según se desee. De nuevo, al igual que con los 
dímeros de TF indicados anteriormente, las construcciones pueden prepararse fácilmente usando manipulación 
recombinante y expresión o usando química sintética convencional. 

Incluso construcciones de TF adicionales útiles en el contexto de la presente invención son aquellas mutantes 
deficientes en cuanto a la capacidad de activar el Factor VII. Dichos “mutantes de activación de Factor VII” se 40
definen generalmente en el presente documento como mutantes de TF que se unen al Factor VII/VIIa funcional, 
activan proteolíticamente el Factor X, pero sustancialmente carecen de la capacidad de activar proteolíticamente el 
Factor VII. Por consiguiente, dichas construcciones son mutantes de TF que carecen de la actividad de activación 
del Factor VII. 

La capacidad de dichos mutantes de activación del Factor VII que funcionan promoviendo la coagulación específica 45
de tumor, se basa en su liberación específica del sistema vascular tumoral, y la presencia del Factor VIIa a bajos 
niveles en plasma. Después de la administración de dicho conjugado mutante de activación del Factor VII, el 
mutante se localizará dentro del sistema vascular de un tumor vascularizado. Antes de la localización, el mutante de 
TF debería ser generalmente incapaz de promover la coagulación en cualquier otro lugar del organismo, basándose 
en su incapacidad de convertir el Factor VII a Factor VIIa. Sin embargo, después de la localización y acumulación 50
dentro de la región tumoral, el mutante encontrará después suficiente Factor VIIa a partir del plasma para iniciar la 
ruta de coagulación extrínseca, que conduce a trombosis específica de tumor. El Factor VIIa exógeno también
podría administrarse al paciente. 

Pueden prepararse uno cualquiera o más de una diversidad de mutantes de activación del Factor VII y usarse junto 
con la presente invención. Hay una cantidad significativa de conocimiento científico con respecto a los sitios de 55
reconocimiento de la molécula de TF para el Factor VII/VIIa. Por tanto, se entenderá que la región de activación del 
Factor VII generalmente se extiende entre aproximadamente el aminoácido 157 y aproximadamente el aminoácido 
167 de la molécula de TF. Sin embargo, se contempla que los restos fuera de esta región también pueden demostrar
ser relevantes para la actividad activadora del Factor VII, y se puede considerar por lo tanto introducir mutaciones en 
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cualquiera de uno o más de los restos generalmente localizados entre el aminoácido 106 y aproximadamente el 
aminoácido 209 de la secuencia TF (documentos WO 94/07515; WO 94/28017).

Como se detalla en las Patentes de Estados Unidos nº 6.093.399, 6.004.555, 5.877.289 y 6.036.955, pueden usarse 
diversos factores de coagulación distintos junto con la presente invención, como se ilustra mediante los agentes 
indicados más adelante. La trombina, el Factor V/Va y derivados, el Factor Vlll/Vllla y derivados, el Factor IX/IXa y 5
derivados, el Factor X/Xa y derivados, el Factor Xl/Xia y derivados, el Factor Vll/Xlla y derivados, el Factor Xlll/Xllla y 
derivados, el activador del Factor X y el activador del Factor V pueden usarse en la presente invención.

El activador del Factor X del veneno de la víbora de Russell se contempla para su uso en esta invención. También 
se han producido anticuerpos monoclonales específicos para el activador del Factor X presentes en el veneno de la 
víbora de Russell y podrían usarse para liberar específicamente el agente como parte de un ligando de unión10
biespecífico.

El tromboxano A2 se forma a partir de endoperóxidos mediante acciones secuenciales de las enzimas 
ciclooxigenasa y tromboxano sintetasa en microsomas plaquetarios. El tromboxano A2 se genera fácilmente por 
plaquetas y es un fuerte vasoconstrictor, gracias a su capacidad de producir agregación plaquetaria. Tanto el 
tromboxano A2 como sus análogos activos se contemplan para su uso en la presente invención. 15

La tromboxano sintasa, y otras enzimas que sintetizan prostaglandinas activadoras de plaquetas, también pueden 
usarse como “coagulantes” en el presente contexto. Se conocen anticuerpos monoclonales contra, y su purificación 
por inmunoafinidad de, la tromboxano sintasa; como el ADNc de la tromboxano sintasa humana.

La α2-antiplasmina, o inhibidor de α2-plasmina, es un inhibidor de proteinasa presente de manera natural en el 
plasma humano que actúa inhibiendo eficazmente la lisis de coágulos de fibrina inducida por el activador de 20
plasminógeno. La α2-antiplasmina es un inhibidor particularmente fuerte, y se contempla para su uso en la presente 
invención.

Dado que se dispone de la secuencia de ADNc de la α2-antiplasmina, se prefiere la expresión recombinante y/o las 
proteínas de fusión. También se dispone de anticuerpos monoclonales contra la α2-antiplasmina y pueden usarse en 
las realizaciones de ligando de unión biespecífico de la invención. Estos anticuerpos pueden usarse para liberar la25
α2-antiplasmina exógena en el sitio diana o para almacenar α2-antiplasmina endógena y concentrarla dentro de la 
región diana.

E4. Fármacos antitubulina

Diversos fármacos ejercen sus efectos interfiriendo con la actividad de la tubulina. Dado que las funciones de la 
tubulina son esenciales para la mitosis y la viabilidad celular, determinados “fármacos antitubulina” son poderosos 30
agentes quimioterapéuticos. El/los “fármaco(s) antitubulina”, como se usa en el presente documento, se refiere a
cualquier agente, fármaco, profármaco o combinación de los mismos que inhiba la mitosis celular, preferentemente 
inhibiendo directa o indirectamente las actividades de la tubulina necesarias para la mitosis celular, preferentemente 
la polimerización o despolimerización de la tubulina.

Algunos de los fármacos antitubulina más bien conocidos y actualmente preferidos para su uso con la presente 35
invención son colchicina; taxanos, tal como taxol; alcaloides de la vinca, tales como vinblastina, vincristina y 
vindescina; y combretastatinas. Otros fármacos antitubulina adecuados son las citocalasinas (incluyendo B, J, E), 
dolastatina, auristatina PE, paclitaxel, ustiloxina D, rizoxina, 1069C85, colcemid, albendazol, azataxina y nocodazol.

Como se describe en las Patentes de Estados Unidos nº 5.892.069, 5.504.074 y 5.661.143, las combretastatinas son 
derivados de estradiol que generalmente inhiben la mitosis celular. Las combrestatinas ejemplares que pueden 40
usarse junto con la invención incluyen las que se basan en combrestatina A, B y/o D y las descritas en las Patentes 
de Estados Unidos nº 5.892.069, 5.504.074 y 5.661.143. Las combrestatinas A-1, A-2, A-3, A-4, A-5, A-6, B-1, B-2, 
B-3 y B-4 son ejemplos de los tipos anteriores.

Las Patentes de Estados Unidos nº 5.569.786 y 5.409.953, se identifican con la finalidad de describir el aislamiento, 
la caracterización estructural y síntesis de cada una de las combrestatinas A-1, A2, A-3, B-1, B-2, B-3 y B-4 y 45
formulaciones y métodos del uso de dichas combrestatinas para tratar el crecimiento neoplásico. Cualquiera de una 
o más de dichas combrestatinas puede usarse junto con la presente invención.

La combrestatina A-4, como se describe en las Patentes de Estados Unidos nº 5.892.069, 5.504.074, 5.661.143 y 
4.996.237 también pueden usarse con el presente documento. La Patente de Estados Unidos nº 5.561.122 se 
identifica por describir profármacos de combrestatina A-4 adecuados, que se contemplan para su uso combinado 50
con la presente invención.

La Patente de Estados Unidos nº 4.940.726, describe particularmente lactonas macrocíclicas denominadas 
combrestatina D-1 y ‘Combrestatina D-2’, cada una de las cuales puede usarse en combinación con las 
composiciones y métodos de la presente invención. La Patente de Estados Unidos nº 5.430.062 se refiere a 
derivados de estilbeno y análogos de combrestatatina con actividad anticancerosa que pueden usarse en 55
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combinación con la presente invención.

E5. Agentes antiangiogénicos

Los agentes antiangiogénicos son útiles para la conexión a una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la 
invención. Muchos agentes anticancerosos tienen un efecto antiangiogénico como parte de su mecanismo de 
acción. Cualquiera de uno o más de dichos agentes descritos para su uso en terapias de combinación, incluyendo 5
los que se indican en la Tabla E, pueden conjugarse con una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la 
invención, como se describe en el presente documento. Se han descubierto, diseñado o seleccionado determinados 
otros agentes, que tienen un efecto antiangiogénico como un mecanismo de acción primaria. Los ejemplos de dichos 
agentes se describen más adelante, pudiendo usarse cualquiera de ellos para preparar un conjugado o usarse por 
separado en terapia de combinación con la invención.10

Ahora se conocen numerosos inhibidores de tirosina quinasa útiles para el tratamiento de la angiogénesis, como se 
manifiesta en diversas patologías. Estos incluyen, por ejemplo, las 4-aminopirrolo[2,3-d]pirimidinas de la Patente de 
Estados Unidos nº 5.639.757, que también pueden usarse en combinación con la presente invención. Otros 
ejemplos de moléculas orgánicas capaces de modular la transducción de señal de la tirosina quinasa mediante el 
receptor VEGFR2 son los compuestos de quinazolina y las composiciones de la Patente de Estados Unidos nº15
5.792.771, que se identifica con la finalidad de describir combinaciones adicionales para su uso con la presente 
invención en el tratamiento de enfermedades angiogénicas. 

Los compuestos de otras clases químicas también se ha mostrado que inhiben la angiogénesis y que pueden usarse 
en combinación con la presente invención. Por ejemplo, los esteroides tales como los esteroides angioestáticos 
4,9(11) y esteroides C21 oxigenados, como se describe en la Patente de Estados Unidos nº 5.972.922, pueden20
emplearse en terapia combinada. Las Patentes de Estados Unidos nº 5.712.291 y 5.593.990 describen talidomida y 
compuestos, precursores análogos, metabolitos y productos de hidrólisis relacionados, que también pueden usarse 
en combinación con presente invención para inhibir la angiogénesis. Los compuestos de las Patentes de Estados 
Unidos nº 5.721.291 y 5.593.990 pueden administrarse por vía oral. En la Tabla B se indican otros agentes 
antiangiogénicos ejemplares que son útiles junto con terapia combinada. Cada uno de los agentes indicados en el 25
presente documento es ejemplar y no significa que sea limitante.

TABLA B

Inhibidores y reguladores negativos de la angiogénesis

Sustancias Referencias

Angiostatina O’Reilly et al., 1994

Endostatina O’Reilly et al., 1997

Fragmento de prolactina de 16 kDa Ferrara et al, 1991; Clapp et al, 1993; D'Angelo et al, 
1995; Lee et al, 1998

Péptidos de laminina Kleinman et al, 1993; Yamamura et al, 1993; Iwamoto et 
al, 1996; Tryggvason, 1993

Péptidos de fibronectina Grant et al, 1998; Sheu et al, 1997

Inhibidores de metaloproteinasa tisular

(TIMP 1, 2, 3,4)

Sang, 1998

Inhibidores del activador de plasminógeno

(PAI-1, -2)

Soff et al., 1995

Factor α de necrosis tumoral (altas dosis in vitro) Frater-Schrodere et al., 1987

TGF-β1 RayChadhury y D'Amore, 1991; Tada et al, 1994

Interferones (IFN-α, -β, γ) Moore et al, 1998; Lingen et al, 1998

Quimiocinas ELR- CXC:

IL-12; SDF-1; MIG; factor 4 plaquetario (PF-4); IP-10

Moore et al, 1998; Hiscox y Jiang, 1997; Coughlin et al, 
1998; Tanaka et al., 1997

Trombospondina (TSP) Good et al, 1990; Frazier, 1991; Bornstein, 1992; 
Tolsma et al, 1993; Sheibani y Frazier, 1995; Volpert et 
al., 1998
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Sustancias Referencias

SPARC Hasselaar y Sage, 1992; Lane et al, 1992; Jendraschak 
y Sage, 1996

2-Metoxioestradiol Fotsis et al., 1994

Proteína relacionada con proliferina Jackson et al., 1994

Suramina Gagliardi et al, 1992; Takano et al, 1994; Waltenberger 
et al., 1996; Gagliardi et al, 1998; Manetti et al., 1998

Talidomida D'Amato et al, 1994; Kenyon et al, 1997 Wells, 1998

Cortisona Thorpe et al., 1993 Folkman et al, 1983 Sakamoto et al, 
1986

Linomida Vukanovic et al, 1993; Ziche et al, 1998; Nagler et al, 
1998

Fumagilina (AGM-1470; TNP-470) Sipos et al, 1994; Yoshida et al, 1998

Tamoxifeno Gagliardi y Collins, 1993; Linder y Borden, 1997; Haran 
et al, 1994

Extracto de Korean mistletoe

(Viscum album coloratum)

Yoon et al., 1995

Retinoides Oikawa et al, 1989; Lingen et al, 1996; Majewski et al 
1996

CM101 Hellerqvist et al., 1993; Quinn et al., 1995; Wamil et al, 
1997; DeVore et al, 1997

Dexametasona Hori et al, 1996; Wolff et al, 1997

Factor inhibidor de leucemia (LIF) Pepper et al., 1995

Determinados componentes preferidos para su uso en la inhibición de la angiogénesis son angiostatina, endostatina, 
vasculostatina, canstatina y maspina. La proteína denominada “angiostatina” se desvela en las Patentes de Estados 
Unidos 5.776.704; 5.639.725 y 5.733.876, cada una de ellas incorporada en el presente documento por referencia. 
La angiostatina es una proteína que tiene un peso molecular de entre aproximadamente 38 kD y aproximadamente 5
45 kD, determinado mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones reductoras, que contiene 
aproximadamente de 1 a 4 regiones Kringle de una molécula de plasminógeno. Generalmente la angiostatina tiene 
una secuencia de aminoácidos sustancialmente similar a la de un fragmento de plasminógeno murino que comienza 
en el aminoácido número 98 de una molécula de plasminógeno murino intacta.

La secuencia de aminoácidos de la angiostatina varía ligeramente entre las especies. Por ejemplo, en la angiostatina10
humana, la secuencia de aminoácidos es sustancialmente similar a la secuencia del fragmento de plasminógeno 
murino descrito anteriormente, aunque una secuencia de angiostatina humana activa puede comenzar en cualquier 
número de aminoácido 97 o 99 de una secuencia de aminoácidos de plasminógeno humano intacta. Además, el 
plasminógeno humano puede usarse ya que tiene actividad antiangiogénica similar, como se muestra en un modelo 
de tumor de ratón. 15

Determinadas terapias antiangiogénicas ya se han mostrado que causan regresiones tumorales y la angiostatina es 
uno de estos agentes. La endostatina, un fragmento COOH-terminal de 20 kDa de colágeno XVIII, el polisacárido 
bacteriano CM101 y el anticuerpo LM609 también tienen actividad antiangiogénica. Sin embargo, a la luz de sus 
otras propiedades, se denominan terapias antivasculares o toxinas de vasos tumorales, ya que no solo inhiben la 
angiogénesis sino también inician la destrucción de vasos tumorales a través de gran parte de mecanismos 20
indefinidos. 

La angiostatina y la endostatina se han convertido en el centro de intensos estudios, ya que son los primeros 
inhibidores de la angiogénesis que han demostrado la capacidad de inhibir no solo el crecimiento tumoral sino 
también causar regresiones tumorales en ratones. Hay múltiples proteasas que se ha observado que producen 
angiostatina a partir de plasminógeno incluyendo elastasa, metaloelastasa de macrófagos (MME), matrilisina (MMP-25
7) y gelatinasa B de 92 kDa/colagenasa de tipo IV (MMP-9).

La MME puede producir angiostatina a partir de plasminógeno en tumores y el factor de estimulación de colonias de 
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granulocitos y macrófagos (GMCSF) regula positivamente la expresión de MME por macrófagos induciendo la 
producción de angiostatina. La función de la MME en la generación de la angiostatina está confirmada por el 
hallazgo de que, en efecto, la MME se expresa en muestras clínicas de carcinomas hepatocelulares de pacientes. 
Otra proteasa que se piensa que puede producir angiostatina es la estromelisina-1 (MMP-3). Se ha observado que la 
MMP-3 produce fragmentos similares a los de la angiostatina a partir de plasminógeno in vitro. El mecanismo de 5
acción de la angiostatina es actualmente incierto, se crea la hipótesis de que se une a un receptor no identificado de 
la superficie celular o a células endoteliales induciendo que las células endoteliales sufran muerte celular 
programada o parada mitótica.

La endostatina parece ser un agente antiangiogénesis y antitumoral incluso más poderoso aunque su biología es 
menos clara. La endostatina es eficaz causando regresiones en diversos modelos de tumores en ratones. Los 10
tumores no desarrollan resistencia a endostatina y, después de múltiples ciclos de tratamiento, los tumores entran en 
un estado inactivo durante el cual no aumentan de volumen. En este estado inactivo, el porcentaje de células 
tumorales que sufre apoptosis aumentó, produciendo una población que conserva esencialmente el mismo tamaño. 
Se piensa que la endostatina se une a un receptor de superficie de células endoteliales no identificado que actúa 
como mediador en este efecto.15

La Patente de Estados Unidos nº 5.854.205, de Folkman y O'Reilly, se refiere a la endostatina y a su uso como un 
inhibidor de proliferación y angiogénesis de células endoteliales. La proteína endostatina corresponde a un 
fragmento C terminal de colágeno de tipo XVIII y la proteína puede aislarse de diversas fuentes. La Patente de 
Estados Unidos nº 5.854.205 también enseña que la endostatina puede tener una secuencia de aminoácidos de un 
fragmento de colágeno de tipo XVIII, de un colágeno de tipo XV, o de una esterasa pregástrica BOVMPE 1. También 20
se describen combinaciones de endostatina con otras proteínas antiangiogénicas, particularmente angiostatina, en la 
Patente de Estados Unidos nº 5.854.205, de tal manera que las composiciones combinadas pueden disminuir la 
masa de un tumor dependiente de angiogénesis.

CM101 es un polisacárido bacteriano que se ha caracterizado bien en cuanto a su capacidad de inducir inflamación 
neovascular en tumores. CM101 se une y se entrecruza con receptores expresados en endotelio desdiferenciado 25
que estimula la activación del sistema del complemento. También inicia una respuesta inflamatoria impulsada por 
citocinas que se dirige selectivamente al tumor. Este es un agente antipatoangiogénico exclusivo que regula por 
disminución la expresión de VEGF y sus receptores. CM101 está actualmente en ensayos clínicos como un fármaco 
contra el cáncer, y puede usarse en combinación con la presente invención.

La trombospondina (TSP-1) y el factor plaquetario 4 (PF4) también pueden usarse en la presente invención. Ambos 30
son inhibidores de la angiogénesis que se asocian con heparina y se encuentran en gránulos α plaquetarios. La 
TSP-1 es una glucoproteína multidominio grande de 450 kDa que es un constituyente de la matriz extracelular. La 
TSP-1 se une a muchas de las moléculas de proteoglucano encontradas en la matriz extracelular incluyendo las 
HSPG, fibronectina, laminina y diferentes tipos de colágeno. La TSP-1 inhibe la migración y proliferación de células
endoteliales in vitro y la angiogénesis in vivo. La TSP-1 también suprime el fenotipo maligno y la tumorogénesis de 35
células endoteliales transformadas. Se ha demostrado que el gen supresor tumoral p53 regula directamente la 
expresión de TSP-1 de tal manera que, la pérdida de actividad de p53 causa una reducción drástica en la producción 
de TSP-1 y un aumento simultáneo en la angiogénesis iniciada por tumor.

El PF4 es una proteína de 70aa que es un miembro de la familia de quimiocinas CXC ELR que puede inhibir 
fuertemente la proliferación de células endoteliales in vitro y la angiogénesis in vivo. PF4 se administra por vía 40
intratumoral o se suministra mediante un vector adenovírico que puede causar una inhibición del crecimiento 
tumoral. 

Los interferones y los inhibidores de metaloproteinasa son dos clases distintas de inhibidores angiogénicos de origen 
natural que pueden suministrarse de acuerdo con la presente invención. La actividad antiendotelial de los 
interferones se conoce desde el inicio del año 1980, sin embargo, el mecanismo de inhibición aún no se conoce. Se 45
sabe que pueden inhibir la migración de células endoteliales y que tienen alguna actividad antiangiogénica in vivo 
que está posiblemente mediada por su capacidad de inhibir la producción de promotores angiogénicos por células 
tumorales. Los tumores vasculares son, en particular, sensibles a interferón, por ejemplo, la proliferación de 
hemangiomas puede tratarse satisfactoriamente con IFNα.

Los inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (TIMP) son una familia de inhibidores de origen natural de 50
metaloproteasas de la matriz (MMP) que también pueden inhibir la angiogénesis y que pueden usarse en los
protocolos de tratamiento de la presente invención. Las MMP desempeñan un papel clave en el proceso angiogénico 
ya que degradan la matriz a través de lo cual las células endoteliales y los fibroblastos migran cuando se extiende o 
remodela la red vascular. De hecho, se ha observado que, un miembro de las MMP, la MMP-2, se asocia con 
endotelio activado a través de la integrina αvβ3 supuestamente para esta finalidad. Si esta interacción se altera por 55
un fragmento de MMP-2, entonces la angiogénesis se regula por disminución y se inhibe el crecimiento en los 
tumores.

Existen diversos agentes farmacológicos que inhiben la angiogénesis, pudiendo usarse uno cualquiera o más de los 
mismos como parte de la presente invención. Estos incluyen AGM-1470/TNP-470, talidomida y carboxiamidotriazol 
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(CAI). En 1990 se descubrió que la fumagilina era un fuerte inhibidor de la angiogénesis y desde entonces se han 
desarrollado los análogos sintéticos de la fumagilina, AGM-1470 y TNP-470. Estos dos fármacos inhiben la 
proliferación de las células endoteliales in vitro y la angiogénesis in vivo. TNP-470 se ha estudiado exhaustivamente 
en ensayos clínicos en seres humanos con datos que sugieren que la administración prolongada es óptima.

La talidomida se usó originalmente como un sedante pero se descubrió que era un fuerte teratógeno y se suspendió. 5
En 1994 se descubrió que la talidomida era un inhibidor de la angiogénesis. La talidomida está actualmente en 
ensayos clínicos como un agente anticanceroso así como en un tratamiento de enfermedades oculares vasculares.

El CAI es un inhibidor sintético de angiogénesis de bajo peso molecular que actúa como un bloqueador del canal de 
calcio que impide la reorganización de la actina, la migración y propagación de las células endoteliales en colágeno 
IV. CAI inhibe la neovascularización a concentraciones fisiológicas asequibles y los pacientes con cáncer lo toleran 10
bien por vía oral. Ensayos clínicos con CAI han producido una estabilización de la enfermedad en el 49 % de los 
pacientes con cáncer que tienen enfermedad progresiva antes del tratamiento.

La cortisona en presencia de heparina o de fragmentos de heparina se demostró que inhibía el crecimiento tumoral 
en ratones bloqueando la proliferación celular endotelial. El mecanismo implicado en el efecto inhibidor aditivo del 
esteroide y heparina es incierto aunque se piensa que la heparina puede aumentar la captación del esteroide 15
mediante células endoteliales. Se ha observado que la mezcla aumenta la disolución de la membrana basal por 
debajo de los capilares recién formados y esto es también una posible explicación del efecto angiostático aditivo. Los 
conjugados de heparina-cortisol también tienen fuerte actividad con efectos angiostáticos y antitumorales in vivo.

Usando los métodos de direccionamiento tumoral de la presente invención se pueden suministrar a los tumores otros 
inhibidores de angiogénesis específicos. Estos incluyen, pero sin limitación, factor antiinvasivo, ácido retinoico y 20
paclitaxel (Patente de Estados Unidos nº 5.716.981); AGM-1470 (Ingber et al., 1990); extracto de cartílago de tiburón 
(Patente de Estados Unidos nº 5.618.925); poliamida aniónica u oligómeros de poliurea (Patente de Estados Unidos 
nº 5.593.664); derivados de oxindol (Patente de Estados Unidos nº 5.576.330); derivados de estradiol (Patente de 
Estados Unidos nº 5.504.074); y derivados de tiazolopirimidina (Patente de Estados Unidos nº 5.599.813) también se 
contemplan para su uso como composiciones antiangiogénicas para los usos combinados de la presente invención.25

Las composiciones que comprenden un antagonista de una αvβ3 integrina también pueden usarse para inhibir la 
angiogénesis como parte de la presente invención. Como se desvela en la Patente de Estados Unidos nº 5.766.591 
los polipéptidos que contienen RGD y sales de los mismos, incluyendo polipéptidos cíclicos, son ejemplos 
adecuados de antagonistas de αvβ3 integrina.

Como las angiopoyetinas son ligandos de Tie2, también puede usarse otros métodos de intervención terapéutica 30
basados en la alteración de la señalización a través del receptor de Tie2 en combinación con las mismas. Por 
ejemplo, puede emplearse un receptor de Tie2 soluble capaz de bloquear la activación de Tie2 (Lin et al., 1998a). Se 
ha observado que la administración de dicha construcción, usando terapia génica adenovírica recombinante, es 
eficaz en el tratamiento del cáncer y en la reducción de la metástasis (Lin et al., 1998a).

Las angiopoyetinas, en común con los miembros de la familia del VEGF, son factores de crecimiento específicos del35
endotelio vascular (Davis y Yancopoulos, 1999; Holash et al., 1999).

Las primeras angiopoyetinas descritas eran un activador o agonista del receptor de origen natural, la angiopoyetina 1 
(Ang-1) y un antagonista del receptor de origen natural, la angiopoyetina 2 (Ang-2), actuando las dos mediante el 
receptor de tirosina quinasa de células endoteliales, Tie2.

También se han identificado dos nuevas angiopoyetinas, angiopoyetina-3 (ratón) y angiopoyetina-4 (ser humano) 40
(Valenzuela et al, 1999). La angiopoyetina 3 parece actuar como un antagonista (al igual que Ang-2), mientras que la 
angiopoyetina 4 parece actuar como un agonista (al igual que Ang-1) (Valenzuela et al, 1999). También se clonó una 
proteína denominada angiopoyetina 3 de corazón humano y se describió que no tenía efectos mitogénicos sobre las 
células endoteliales (Kim et al, 1999). 

Mientras que el VEGF es necesario para las etapas iniciales del desarrollo vascular, generalmente la angiopoyetina-45
1 se requiere para las fases de vascularización posteriores. Por tanto VEGF actúa para promover la diferenciación,
proliferación y formación de vasos primitivos de las células endoteliales. La angiopoyetina-1 actúa, mediante el 
receptor de Tie2, para promover el mantenimiento y estabilización de vasos maduros. Por tanto la angiopoyetina-1 
es un factor de maduración o estabilización, que se piensa que transforma los vasos inmaduros en vasos maduros 
promoviendo interacciones entre células endoteliales y células de soporte circundantes (Holash et al, 1999).50

E6. Agentes inductores de apoptosis

La presente invención también puede usarse para suministrar agentes que inducen apoptosis en cualquier célula, 
incluyendo células tumorales, células endoteliales vasculares tumorales y células infectadas con virus. Muchos 
agentes anticancerosos tienen, como parte de su mecanismo de acción, un efecto inductor de apoptosis. Uno 
cualquiera o más de dichos agentes descritos para su uso en terapias de combinación, incluyendo los indicados en55
la Tabla F, también pueden conjugarse con una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, como se 
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describe en el presente documento. Se han descubierto, diseñado o seleccionado determinados agentes distintos
que tienen un efecto inductor de apoptosis como un mecanismo primario. Los ejemplos de dichos agentes se 
describen más adelante, pudiendo usarse cualquiera de ellos para preparar un conjugado o usarse por separado en 
terapia de combinación con la invención.

Muchas formas de cáncer tienen informes de mutaciones en genes supresores tumorales, tales como p53. La 5
inactivación de p53 produce una incapacidad de promover la apoptosis. Con esta capacidad, las células cancerosas 
progresan en tumorogénesis, en lugar de estar destinadas a la muerte celular. Por tanto, el suministro de supresores 
tumorales también se contempla para su uso en la presente invención para estimular la muerte celular. Los ejemplos 
de supresores tumorales incluyen, pero sin limitación, p53, genes de retinoblastoma (Rb), gen de tumor de Wilms 
(WT1), bax alfa, enzima y familia convertidora de interleucina-1b, gen de MEN-1, neurofibromatosis de tipo 1 (NF1), 10
inhibidor p16 de cdk, gen del cáncer colorrectal (DCC), gen de la poliposis adenomatósica familiar (FAP), gen 
supresor tumoral múltiple (MTS-1), BRCA1 y BRCA2. 

Para su uso se prefieren los genes de p53 (Patente de Estados Unidos nº 5.747.469; 5.677.178; y 5.756.455),
Retinoblastoma, BRCA1 (Patentes de Estados Unidos nº 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 (número de registro GenBank U93236) y de adenovirus E1A 15
(Patente de Estados Unidos nº 5.776.743).

Otros oncogenes que inhiben la apoptosis o la muerte celular programada incluyen, sin limitación, bcr-abl, bcl-2 
(distinto de bcl-1, ciclina D1; números de registro GenBank M14745, X06487; Patente de Estados Unidos nº
5.650.491; y 5.539.094) y miembros de la familia incluyendo Bcl-x1, Mc1-1, Bak, A1, A20. La sobreexpresión de bcl-
2 se descubrió por primera vez en linfomas de linfocitos T. bcl-2 actúa como un oncogén uniéndose e inactivando 20
Bax, una proteína en la ruta apoptótica. La inhibición de la función de bcl-2 impide la inactivación de Bax, y permite 
que continúe la ruta apoptótica. Por tanto, la inhibición de esta clase de oncogenes, por ejemplo, usando secuencias 
de nucleótidos antisentido, se contempla para su uso en la presente invención en aspectos en los que se desee la 
potenciación de la apoptosis (Patentes de Estados Unidos nº 5.650.491; 5.539.094; y 5.583.034).

Otras composiciones que pueden suministrase a través de una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la 25
presente invención incluyen genes que codifican el ligando que induce la apoptosis relacionado con el factor de 
necrosis tumoral denominado TRAIL, y el polipéptido TRAIL (Patente de Estados Unidos nº 5.763.223); la proteasa 
asociada a apoptosis de 24 kD de la Patente de Estados Unidos nº 5.605.826; el factor 1 asociado a Fas, FAF1 
(Patente de Estados Unidos nº 5.750.653). También se contempla para su uso en estos aspectos de la presente 
invención el suministro de enzima convertidora de interleucina 1β y miembros de la familia, que también se 30
comunica que estimulan la apoptosis.

También pueden usarse compuestos tales como derivados de carbostirilo (Patentes de Estados Unidos nº
5.672.603; y 5.464.833); péptidos apogénicos ramificados (Patente de Estados Unidos nº 5.591.717); inhibidores de 
fosfotirosina y análogos de fosfotirosina no hidrolizables (Patentes de Estados Unidos nº 5.565.491; y 5.693.627); 
agonistas de receptores retinoideos RXR (Patente de Estados Unidos nº 5.399.586); e incluso antioxidantes (Patente 35
de Estados Unidos nº 5.571.523). Los inhibidores de tirosina quinasa, tales como genisteína, también pueden 
relacionarse con los anticuerpos de la presente invención (como sostiene la Patente de Estados Unidos nº
5.587.459).

E7. Agentes antivíricos

Dado que PS y otros fosfolípidos aniónicos comienzan a exponerse en células infectadas con virus, una 40
construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención también puede ligarse con cualquiera de uno o más 
agentes antivíricos. Los ejemplos de agentes antivíricos para ligarse a una construcción, receptorcuerpo o 
betacuerpo incluyen los indicados en la Tabla G. Dichos agentes antivíricos también pueden usarse por separado en 
las terapias de combinación antivíricas de la invención.

Además de los agentes antivíricos denominados clásicos, otros inhibidores de ADN/ARN también pueden ponerse 45
en contacto para formar un compuesto terapéutico antivírico. En la Tabla G se indican agentes antivíricos 
ejemplares, pudiendo, cualquiera de uno o más de ellos, ponerse en contacto para preparar un conjugado antivírico 
de la invención, o usarse por separado en las terapias de combinación antivíricas de la invención.
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TABLA G

Virus causantes de enfermedades comunes y fármacos antivíricos

Virus Causantes de 
Enfermedades

Categorías de Fármaco Fármacos antivíricos ejemplares

Virus del herpes Cidofovir, aciclovir, penciclovir 
(famciclovir), ganciclovir 
(ganciclovir), desoxiguanosina, 
foscarnet, idoxuridina, 
trifluorotimidina, vidarabina, 
sorivudina

Retrovirus Inhibidores nucleosídicos de 
transcriptasa inversa (RT)

Zidovudina, didanosina, zalcitabina, 
lamivudina, estavudina, abacavir, 
resistencia A multinucleósido, 
resistencia B multinucleósido

Inhibidores no nucleosídicos de RT Nevirapina, delavirdina, efavirenz, 
Adefovir, Dipivoxil

Inhibidores de Proteasa Indinavir, ritonavir, saquinavir, 
nelfinavir, amprenavir

Antineoplásicos específicos de fases 
del ciclo celular

Hidroxiurea (Hydrea, Bristol 
Myers-Squibb)

Hepatitis B Trifosfato de desoxicitosina,
trifosfato de lamivudina, trifosfato de 
emticitabina, difosfato de adefovir, 
trifosfato de penciclovir, trifosfato de 
lobucavir

Hepatitis C Interferón alfa, ribavirina

Gripe A y B Amantadina, rimantadina, zanamivir, 
oseltamivir

Dentro de la serie de gentes y fármacos antivíricos, normalmente se refieren AZT y cidofovir. Independientemente 
del fármaco antivírico seleccionado, el conjugado antivírico se unirá a macrófagos en los pulmones, a células 5
infectadas con virus y también puede unirse a partículas de virus. Dependiendo del enlazador o de la tecnología de 
conjugación que se utilice, el fármaco antivírico puede liberarse en la superficie de la célula diana y después 
introducirse en su interior. Preferentemente, el propio conjugado se introduce en la célula, tal como un macrófago o 
una célula infectada con virus. La introducción puede producirse bien de forma natural o puede mediarse por virus. 
Una vez dentro de la célula, al igual que ocurre con un conjugado de anticuerpo, la hidrólisis del enlazador libera el 10
agente antivírico activo. 

Pueden usarse otros enlazadores que contengan enlaces biológicamente lábiles, tales como, por ejemplo, enlaces 
disulfuro, ácido lábiles, enzimáticamente escindibles o hidrolizables. Por consiguiente, junto con los antivíricos de la 
presente invención, puede usarse cualquier enlace biológicamente liberable o selectivamente hidrolizable descrito 
para su uso en relación con agentes terapéuticos.15

F. Equivalentes biológicamente funcionales

Equivalentes, o incluso mejoras, de una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo pueden ahora prepararse, 
generalmente usando los materiales proporcionados anteriormente como punto de partida. Pueden efectuarse 
modificaciones y cambios en la estructura de dicha construcción, receptorcuerpo o betacuerpo y seguir obteniendo 
una molécula que tenga las mismas características, o de otro modo, deseables. Por ejemplo, determinados 20
aminoácidos pueden sustituirse por otros aminoácidos en una estructura proteica sin pérdida apreciable de 
capacidad de unión interactiva. Estas consideraciones también se aplican a toxinas, a agentes antiangiogénicos, a 
agentes inductores de apoptosis, a coagulantes y similares.

Dado que es la capacidad interactiva y la naturaleza de una proteína lo que define la actividad funcional biológica de 
las proteínas, pueden hacerse determinadas sustituciones en la secuencia de aminoácidos en una secuencia 25
proteica (o por supuesto, en la secuencia de ADN subyacente) y sin embargo obtener una proteína con propiedades
parecidas (agonistícas). Por tanto se contempla que puedan hacerse diversos cambios en la secuencia de los 
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anticuerpos o agentes terapéuticos (o secuencias de ADN subyacentes) sin pérdida apreciable de su utilidad o 
actividad biológica. Los equivalentes funcionales biológicos preparados a partir de mutación de una secuencia de 
ADN subyacente pueden prepararse usando la información de codones proporcionada en la Tabla A del presente 
documento y los detalles técnicos probatorios sobre la mutagénesis específica de sitio.

TABLA A5

Aminoácidos Codones

Alanina Ala A GCA GCC GCG GCU

Cisteína Cys C UGC UGU

Ácido aspártico Asp D GAC GAU

Ácido glutámico Glu E GAA GAG

Fenilalanina Phe F UUC UUU

Glicina Gly G GGA GGC GGG GGU

Histidina His H CAC CAU

Isoleucina Ile I AUA AUC AUU

Lisina Lys K AAA AAG

Leucina Leu L UUA UUG CUA CUC CUG CUU

Metionina Met M AUG

Asparagina Asn N AAC AAU

Prolina Pro P CCA CCC CCG CCU

Glutamina Gln Q CAA CAG

Arginina Arg R AGA AGG CGA CGC CGG CGU

Serina Ser S AGC AGU UCA UCC UCG UCU

Treonina Thr T ACA ACC ACG ACU

Valina Val V GUA GUC GUG GUU

Triptófano Trp W UGG

Tirosina Tyr Y UACUAU

También entenderá bien el experto en la técnica que, inherente en la definición de una proteína o péptido 
“equivalente funcional desde el punto de vista biológico”, es el concepto de que dentro de una parte definida de la 
molécula puede realizarse un número de cambios limitado y seguirá resultando ser una molécula con un nivel 
aceptable de actividad biológica equivalente. Las proteínas y péptidos equivalentes funcionales desde el punto de 10
vista biológico se definen por tanto en el presente documento como aquellas proteínas y péptidos en los que 
determinados aminoácidos, sino la mayoría o todos, pueden sustituirse. Por supuesto, una pluralidad de distintas 
proteínas/péptidos con diferentes sustituciones pueden prepararse fácilmente y usarse de acuerdo con la invención.

Generalmente las sustituciones de aminoácidos se basan en la similitud relativa de los sustituyentes de la cadena 
lateral de aminoácidos, por ejemplo, su hidrofobicidad, hidrofilicidad, carga, tamaño y similares. Un análisis del 15
tamaño, forma y tipo de los sustituyentes de la cadena lateral de aminoácidos revela que la arginina, la lisina y la 
histidina son restos con carga positiva; que la alanina, la glicina y la serina son todas de tamaño similar y que la 
fenilalanina, el triptófano y la tirosina tienen una forma generalmente similar. Por lo tanto, basándose en estos 
aspectos, la arginina, la lisina y la histidina; la alanina, la glicina y la serina; y la fenilalanina, el triptófano y la tirosina, 
se definen en el presente documento como equivalentes funcionales desde el punto de vista biológico. 20

Al hacer cambios más cuantitativos, puede considerarse el índice hidropático de los aminoácidos. A cada 
aminoácido se le ha asignado un índice hidropático según su hidrofobicidad y características de carga; estos son: 
isoleucina (+4,5); valina (+4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+2,8); cisteína/cisteína (+2,5); metionina (+1,9); alanina 
(+1,8); glicina (-0,4); treonina (-0,7); serina (-0,8); triptófano (-0,9); tirosina (-1,3); prolina (-1,6); histidina (-3,2); 
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glutamato (-3,5); glutamina (-3,5); aspartato (-3,5); asparagina (-3,5); lisina (-3,9); y arginina (-4,5).

La importancia del índice hidropático de los aminoácidos confiriendo una función biológica interactiva sobre una 
proteína generalmente se entiende en la técnica (Kyte y Doolittle, 1982). Se sabe que determinados aminoácidos 
pueden sustituirse por otros aminoácidos que tienen un índice hidropático o puntuación similar y siguen conservando 
una actividad biológica similar. Al hacer cambios según el índice hidropático, se prefiere la sustitución de 5
aminoácidos cuyos índices hidropáticos están dentro de ±2, prefiriéndose en particular los que están dentro de ±1 y 
los que están dentro de ±0,5 son incluso más particularmente preferidos.

Por tanto se entiende que un aminoácido puede sustituirse por otro que tenga un valor de hidrofilicidad similar y 
seguir obteniendo una proteína equivalente desde el punto de vista biológico. Como se detalla en la Patente de 
Estados Unidos nº 4.554.101, se han asignado los siguientes valores de hidrofilicidad a los restos de aminoácidos: 10
arginina (+3,0); lisina (+3,0); aspartato (+3,0 ±1); glutamato (+3,0 ± 1); serina (+0,3); asparagina (+0,2); glutamina 
(+0,2); glicina (0); treonina (-0,4); prolina (-0,5 ± 1); alanina (-0,5); histidina (-0,5); cisteína (-1,0); metionina (-1,3); 
valina (-1,5); leucina (-1,8); isoleucina (-1,8); tirosina (-2,3); fenilalanina (-2,5); triptófano (-3,4).

Al hacer cambios según los valores de hidrofilicidad, se prefiere la sustitución de aminoácidos cuyos valores de 
hidrofilicidad están dentro de ±2, prefiriéndose en particular los que están dentro de ±1 y los que están dentro de15
±0,5 son incluso más particularmente preferidos.

G. Conjugación

Una región Fc de anticuerpo está conectada operativamente, asociada con o conjugada a, al menos una primera 
proteína de unión a fosfatidilserina para proporcionar una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención. 
Dicha construcción, receptorcuerpo o betacuerpo puede conjugarse o conectarse adicionalmente, por ejemplo, a 20
agentes anticelulares y citotóxicos, coagulantes y agentes antivíricos. 

Aunque se prefieren los enlaces covalentes, también pueden usarse otros medios de conexión operativa. Por 
ejemplo, puede generarse cualquier construcción ligada usando puentes de avidina:biotina. Además del 
conocimiento de que disponen los expertos habituales en la técnica, la Patente de Estados Unidos del mismo 
propietario que la presente nº 6.093.399 se identifica específicamente con la finalidad de describir y permitir incluso 25
adicionalmente el uso de avidina:biotina en la conexión operativa de agentes de direccionamiento con agentes 
biológicos y terapéuticos.

Cualquiera de dos o tres agentes también pueden unirse a través de una segunda región de unión, preferentemente 
una región de unión de anticuerpo o antígeno de los mismos. Esto se ilustra mediante coaguligandos en los que el 
agente de direccionamiento está ligado al coagulante a través de una segunda región de unión (Patentes de Estados 30
Unidos nº 6.093.399, 6.004.555, 5.877.289, y 6.036.955), que se han preparado allí y usado satisfactoriamente en el 
tratamiento del cáncer.

La tecnología con inmunoconjugados es ahora generalmente conocida en la técnica. Sin embargo, pueden 
conseguirse determinadas ventajas a través de la aplicación de determinada tecnología preferida, tanto en la 
preparación como en la purificación para administración clínica posterior. Además, aunque se conocen numerosos 35
tipos de enlazadores que contienen enlaces disulfuro que pueden emplearse satisfactoriamente en conjugación, 
generalmente se preferirán determinados enlazadores sobre otros, basándose en las diferentes características y 
capacidades farmacológicas. Por ejemplo, pueden preferirse enlazadores que contienen un enlace disulfuro que está 
“estéricamente” oculto, debido a su mayor estabilidad in vivo, impidiendo así la liberación antes de la unión en el sitio 
de acción.40

Cada tipo de agente de entrecruzamiento, así como el modo en el que se realiza el entrecruzamiento, tenderá a 
variar la farmacodinámica del conjugado resultante. Puede desearse tener un conjugado que permanezca intacto en 
condiciones encontradas en cualquier parte del organismo excepto en el sitio de acción deseado, punto en el cual es 
deseable que el conjugado tenga buenas características de “liberación”. Por lo tanto, el esquema de 
entrecruzamiento particular, incluyendo el reactivo de entrecruzamiento usado y las estructuras que estén 45
entrecruzadas, tendrán cierto significado. 

Dependiendo de los agentes específicos que se vayan a conjugar, puede ser necesario o deseable proporcionar un 
espaciador peptídico conectado operativamente a los agentes. Determinados espaciadores peptídicos pueden
plegarse en una estructura en forma de bucle unido por enlace disulfuro. La escisión proteolítica dentro del bucle 
podría por tanto dar lugar a un polipéptido heterodimérico en el que los agentes están únicamente ligados por un 50
solo enlace disulfuro. Un ejemplo de dicha toxina es la toxina de la cadena A de ricina.

Cuando se utilizan otros compuestos de toxinas determinados, puede proporcionarse un espaciador peptídico no 
escindible para conectar operativamente el compuesto de toxina de la proteína de fusión. Las toxinas que pueden 
usarse junto con espaciadores peptídicos no escindibles son aquellas que pueden, en sí mismas, transformarse
mediante escisión proteolítica, en una forma citotóxica unida por enlace disulfuro. Un ejemplo de dicho compuesto 55
de toxina es un compuesto exotoxina de Pseudonomas.
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Ahora se han conjugado satisfactoriamente diversos agentes quimioterapéuticos y otros agentes farmacológicos y se 
demuestra que funcionan desde el punto de vista farmacológico. Los agentes antineoplásicos ejemplares que se han 
investigado incluyen doxorrubicina, daunomicina, metrotexato, vinblastina y diversos otros. Además, se ha descrito la 
conexión de otros agentes, tales como neocarcinostatina, macromicina, trenimón y α-amanitina. Estos métodos de 
conexión pueden adaptarse para su uso con los mismos.5

Cualquier enlace covalente debe prepararse idealmente en un sitio distinto del sitio (o sitios) funcional. Por tanto las 
composiciones están “ligadas” de cualquier manera operativa que se permite que cada región se realice y pretenden
actuar sin alterarse significativamente, en particular, de manera que la construcción resultante aún se una a la PS 
deseada y por tanto que el uno o más agentes unidos mantengan sustancialmente la actividad biológica y/o recupere
la actividad biológica cuando se libere de la construcción.10

También se contempla la conexión de agentes biológicos mediante restos de hidratos de carbono en regiones Fc. La 
glucosilación, tanto ligada a O como a N, se produce naturalmente en anticuerpos. Los anticuerpos recombinantes 
pueden modificarse para volver a crear o crear sitios de glucosilación adicionales si se desea, que se realiza 
simplemente modificando por ingeniería genética las secuencias de aminoácidos apropiadas (tales como Asn-X-Ser, 
Asn-X-Thr, Ser o Thr) en la secuencia primaria del anticuerpo.15

G1. Agentes de entrecruzamiento bioquímicos

Además de la información general proporcionada anteriormente, pueden usarse determinados agentes de 
entrecruzamiento bioquímicos preferidos. Los reactivos de entrecruzamiento se usan para formar puentes 
moleculares que unen entre sí grupos funcionales de dos moléculas diferentes. Para ligar dos proteínas diferentes 
de una manera gradual, pueden usarse agentes de entrecruzamiento heterobifuncionales que eliminen la formación 20
de homopolímeros no deseada. En la Tabla C se indican ejemplos de agentes de entrecruzamiento 
heterobifuncionales.

TABLA C

AGENTES DE ENTRECRUZAMIENTO HETEROBIFUNCIONALES 

Enlazador Reactivo hacia Ventajas y Aplicaciones Longitud del Brazo Espaciador 
después del entrecruzamiento

SMPT Aminas 
primarias

Sulfhidrilos

• Mayor estabilidad 11,2 A

SPDP Aminas 
primarias

Sulfhidrilos

• Tiolación

• Entrecruzamiento escindible

6,8 A

LC-SPDP Aminas 
primarias

Sulfhidrilos

• Brazo espaciador extendido 15,6 A

Sulfo-LC-
SPDP

Aminas 
primarias

Sulfhidrilos

• Brazo espaciador extendido

• Hidrosoluble

15,6 A

SMCC Aminas 
primarias

Sulfhidrilos

• Grupo reactivo de maleimida estable

• Conjugación enzima - anticuerpo

• Conjugación proteína 
transportadora-hapteno

11,6 A

Sulfo-SMCC Aminas 
primarias

Sulfhidrilos

• Grupo reactivo de maleimida estable

• Hidrosoluble

• Conjugación enzima-anticuerpo

11,6 A

MBS Aminas 
primarias

Sulfhidrilos

• Conjugación enzima-anticuerpo 

• Conjugación proteína 
transportadora-hapteno

9,9 A

Sulfo-MBS Aminas 
primarias

Sulfhidrilos

• Hidrosoluble 9,9 A
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Enlazador Reactivo hacia Ventajas y Aplicaciones Longitud del Brazo Espaciador 
después del entrecruzamiento

SIAB Aminas 
primarias

Sulfhidrilos

• Conjugación enzima-anticuerpo 10,6 A

Sulfo-SIAB Aminas 
primarias

Sulfhidrilos

• Hidrosoluble 10,6 A

SMPB Aminas 
primarias

Sulfhidrilos

• Brazo espaciador extendido

• Conjugación enzima-anticuerpo

14,5 A

Sulfo-SMPB Aminas 
primarias

Sulfhidrilos

• Brazo espaciador extendido

• Hidrosoluble

14,5 A

EDC/Sulfo-
NHS

Aminas 
primarias 

Grupos carboxilo

• Conjugación hapteno-transportador 0

ABH Hidratos de 
carbono 

No selectivos

• Reacciona con grupos azúcar 11,9 A

Los agentes de entrecruzamiento heterobifuncionales contienen dos grupos reactivos: uno que generalmente 
reacciona con grupos amina primarios (por ejemplo N-hidroxi succinimida) y el otro que generalmente reacciona con 
un grupo tiol (por ejemplo, piridil disulfuros, maleimidas, halógenos, etc.). A través del grupo reactivo amina primario, 
el agente de entrecruzamiento puede reaccionar con el resto (o restos) de lisina de una proteína y a través del grupo 5
reactivo tiol, el agente de entrecruzamiento, ya unido a la primera proteína, reacciona con el resto de cisteína (grupo 
sulfihidrilo libre) de la otra proteína. 

Por lo tanto, generalmente las composiciones tienen, o se derivatizan para que tengan, un grupo funcional disponible 
para el entrecruzamiento. Este requisito no se considera limitante ya que de esta manera puede usarse una amplia 
variedad de grupos. Por ejemplo, pueden usarse grupos amina primarios o secundarios, grupos hidrazida o 10
hidrazina, alcohol carboxílico, fosfato, carbamato o grupos alquilantes para la unión o el entrecruzamiento.

El brazo espaciador entre los dos grupos reactivos de un agente de entrecruzamiento puede tener diversas
longitudes y composiciones químicas. Un brazo espaciador más largo permite una mejor flexibilidad de los 
componentes conjugados aunque algunos componentes particulares en el puente (por ejemplo, grupo benceno) 
pueden conducir a una estabilidad extra en el grupo reactivo o a una resistencia aumentada del enlace químico con 15
respecto a la acción de diversos aspectos (por ejemplo resistente a enlace disulfuro para agentes reductores). 
También se contempla el uso de espaciadores peptídicos, tales como L-Leu-L-Ala-L-Leu-L-Ala.

Se prefiere emplear un agente de entrecruzamiento que tenga una estabilidad razonable en sangre. Se conocen 
numerosos tipos de enlazadores que contienen enlaces disulfuro que pueden emplearse satisfactoriamente en la 
conjugación. Los enlazadores que contienen un enlace disulfuro que está estéricamente oculto pueden proporcionar 20
una mayor estabilidad in vivo, prevenir la liberación del agente antes de la unión en el sitio de acción. Estos 
enlazadores son por tanto un grupo de agentes enlazadores preferido.

Uno de los agentes de entrecruzamiento más preferidos es SMPT, que es un agente de entrecruzamiento 
bifuncional que contiene un enlace disulfuro que está “estéricamente oculto” mediante un anillo de benceno 
adyacente y grupos metilo. Se piensa que el impedimento estérico del enlace disulfuro hace la función de proteger el 25
enlace del ataque de aniones de tiolato tales como glutatión que pueden estar presentes en los tejidos y en la 
sangre, y por lo tanto ayudar en la prevención desacoplando el conjugado antes de la liberación del agente unido al 
sitio del tumor. Se contempla que el agente SMPT también pueda usarse junto con los conjugados de la presente 
invención. 

El reactivo de entrecruzamiento SMPT, así como muchos otros agentes de entrecruzamiento conocidos, ofrecen la 30
capacidad de entrecruzar grupos funcionales tales como el SH de la cisteína o aminas primarias (por ejemplo, el 
grupo amino épsilon de lisina). Otros tipos posibles de agentes de entrecruzamiento incluyen las fenilazinas 
fotorreactivas heterobifuncionales que contienen un enlace disulfuro escindible tal como sulfosuccinimidil-2-(p-azido 
salicilamido) etil-1-3’-ditiopropionato. El grupo N-hidroxisuccinimidilo reacciona con grupos amino primarios y la 
fenilazida (después de fotolisis) reacciona no selectivamente con cualquier resto de aminoácido.35
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Además de agentes de los agentes de entrecruzamiento ocultos, también pueden emplearse agentes de 
entrecruzamiento no ocultos de acuerdo con lo mismo. Otros agentes de entrecruzamiento útiles, que no se 
considera que contienen o generan un disulfuro protegido, incluyen SATA, SPDP y 2-iminotiolano. El uso de dichos 
agentes de entrecruzamiento se conoce bien en la técnica.

Una vez conjugado, el conjugado se separa de los agentes no conjugados y de otros contaminantes. Se disponen de5
diversas técnicas de purificación para su uso proporcionando conjugados de un grado de pureza suficiente para 
hacerlos clínicamente útiles. Los métodos de purificación basados en la separación por tamaño, tales como filtración 
en gel, permeación en gel o cromatografía líquida de alto rendimiento, serán generalmente los que más se usan. 
También pueden usarse otras técnicas cromatográficas, tales como separación con Azul de Sefarosa.

G2. Enlazadores biológicamente liberables10

Aunque se prefiere que cualquier resto de unión tenga una estabilidad razonable en la sangre, para impedir la 
liberación sustancial del agente terapéutico unido antes de dirigirse a la enfermedad, por ejemplo, sitio del tumor, en 
determinados aspectos, se contempla el uso de enlaces biológicamente liberables y/o espaciadores o enlazadores 
selectivamente escindibles. Los “enlaces biológicamente liberables” y “espaciadores o enlazadores selectivamente 
escindibles” tendrán una estabilidad razonable en la circulación.15

Una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención puede por tanto ligarse a uno o más agentes 
terapéuticos o secundarios mediante un enlace biológicamente liberable. Los “enlaces biológicamente liberables” o 
“enlaces selectivamente hidrolizables” incluyen todos los enlaces que sean liberables, escindibles o hidrolizables 
únicamente o preferencialmente en determinadas condiciones. Esto incluye enlaces disulfuro y trisulfuro y enlaces 
ácido lábiles, como se describe en las Patentes de Estados Unidos nº 5.474.765 y 5.762.918.20

El uso de un espaciador sensible a ácidos para la conexión de un agente terapéutico a una construcción, 
receptorcuerpo o betacuerpo de la invención se contempla particularmente. En dichas realizaciones, los agentes 
terapéuticos se liberan en el interior de compartimentos ácidos dentro de la célula. Se contempla que la liberación 
sensible a ácidos pueda producirse extracelularmente, pero aún después del direccionamiento específico, 
preferentemente en el sitio del tumor o célula infectada con virus. Determinados ejemplos actualmente preferidos 25
incluyen anticuerpos ligados a colchicina o doxorrubicina mediante un espaciador sensible a ácidos. También se 
contempla la conexión de anticuerpos a través de restos de hidrato de carbono. En dichas realizaciones, el agente 
terapéutico se libera dentro de los compartimentos ácidos en el interior de una célula.

Una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo también puede derivatizarse para introducir grupos funcionales que 
permitan la conexión de los agentes terapéuticos a través de un enlace biológicamente liberable. Una construcción, 30
receptorcuerpo o betacuerpo puede por tanto derivatizarse para introducir cadenas laterales que terminan en 
hidrazida, hidracina, grupos amina secundarios o amina primarios. Los agentes terapéuticos pueden conjugarse a 
través de un enlace de base Schiff, una hidrazona o un enlace acil hidrazona o un enlazador de hidrazida (Patentes 
de Estados Unidos nº 5.474.765 y 5.762.918).

Además, como se describe en las Patentes de Estados Unidos nº 5.474.765 y 5.762.918, una construcción, 35
receptorcuerpo o betacuerpo puede conectarse operativamente a un agente terapéutico a través de uno o más 
enlaces biológicamente liberables que son enlaces sensibles a enzimas, incluyendo enlaces peptídicos, ésteres, 
amidas, fosfodiésteres y glucósidos.

Determinados aspectos de la invención se refieren al uso de enlazadores peptídicos que incluyen al menos un 
primer sitio escindible para una peptidasa y/o proteinasa que está preferentemente localizado dentro de un sitio 40
enfermo, particularmente dentro del entorno tumoral. La administración del agente terapéutico unido por tanto da 
como resultado una escisión específicamente dentro del sitio de enfermedad o entorno tumoral, dando como 
resultado la liberación específica del agente terapéutico activo. Determinados enlazadores peptídicos incluirán un 
sitio de escisión que es reconocido por una o más enzimas implicadas en la remodelación.

Se prefieren particularmente enlazadores peptídicos que incluyan un sitio de escisión para uroquinasa, 45
prouroquinasa, plasmina, plasminógeno, TGFβ, estafiloquinasa, Trombina, Factor IXa, Factor Xa o una 
metaloproteinasa, tal como colagenasa intersticial, una gelatinasa o estromelisina. Las Patentes de Estados Unidos 
nº 6.004.555, 5.877.289 y 6.093.399 se identifican específicamente con la finalidad de describir adicionalmente y 
saber como preparar y usar inmunoconjugados que comprenden enlaces biológicamente liberables y enlazadores y 
péptidos selectivamente escindibles. La Patente de Estados Unidos nº 5.877.289 se identifica particularmente con la50
finalidad de describir adicionalmente y saber cómo preparar y usar inmunoconjugados que comprenden un 
enlazador peptídico selectivamente escindible que se escinde por uroquinasa, plasmina, Trombina, Factor IXa, 
Factor Xa o una metaloproteinasa, tal como una colagenasa intersticial, una gelatinasa o una estromelisina, dentro 
de un entorno tumoral.

Los enlazadores peptídicos selectivamente escindibles preferidos en la actualidad son aquellos que incluyen un sitio 55
de escisión para plasmina o metaloproteinasa (también conocidas como “metaloproteinasas de la matriz” o “MMP”), 
tal como una colagenasa intersticial, gelatinasa o una estromelisina. Los enlazadores peptídicos adicionales que 
pueden usarse ventajosamente junto con la presente invención incluyen, por ejemplo, secuencias escindibles por 
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plasmina, tales como las escindibles por prouroquinasa, TFGβ, plasminógeno y estafiloquinasa; secuencias 
escinsibles por Factor Xa; secuencias escindibles por MMP, tales como las escindibles por gelatinasa A; secuencias 
escindibles por colagenasa, tales como las escindibles por colágeno de piel de ternero (cadena α1(I)), colágeno de 
piel de ternero (cadena α2(I)), colágeno de cartílago de bovino (cadena α1(II)), colágeno de hígado humano (cadena 
α1(III)), α2M humana, PZP humana, α1M de rata, α2M de rata, α1I3(2J) de rata, α1I3(27J) de rata y sitios de escisión 5
autolítica de colagenasa de fibroblastos humanos. Además del conocimiento disponible para los expertos habituales 
en la técnica, el texto y las secuencias de la Tabla B2 en las Patentes de Estados Unidos del mismo propietario que 
la presente nº 6.342.219, 6.524.583, 6.342.221 y 6.416.758 se identifican específicamente con la finalidad de 
describir también adicionalmente y permitir el uso de dichas secuencias escindibles.

G3. Proteínas de fusión y expresión recombinante10

Una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo puede prepararse como una proteína de fusión usando técnicas de 
biología molecular. Cualquier proteína de fusión puede diseñarse y prepararse usando cualquier construcción, 
receptorcuerpo o betacuerpo y segundos agentes terapéuticos desvelados en el presente documento y los 
conocidos en la técnica. La tecnología de proteínas de fusión es fácilmente adaptable para preparar proteínas de 
fusión con otras modificaciones, tales como enlace mediante una secuencia peptídica selectivamente escindible y 15
similar.

El uso de técnicas de ADN recombinante para conseguir dichos fines es ahora una práctica convencional para los 
expertos en la técnica. Estos métodos incluyen, por ejemplo, técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas 
sintéticas y recombinación in vivo/recombinación genética. Además, la síntesis de ADN y ARN puede realizarse
usando sintetizadores automatizados (véanse, por ejemplo, las técnicas descritas en Sambrook et al, 1989).20

La preparación de dicha proteína de fusión generalmente conlleva la preparación de una primera y una segunda 
región codificante de ADN y el ligamiento funcional o unión de dichas regiones, en fase, para preparar una sola
región codificante que codifique la proteína de fusión deseada. Una vez que se ha producido la región codificante 
deseada, se crea un vector de expresión. Los vectores de expresión contienen uno o más promotores cadena arriba 
de las regiones de ADN insertadas que actúan para promover la transcripción del ADN y por tanto promover la 25
expresión de la proteína recombinante codificada. Este es el significado de “expresión recombinante”.

Para obtener una versión denominada “recombinante” de una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo, el vector 
se expresa en una célula recombinante. La modificación por ingeniería genética de uno o más segmentos de ADN 
para la expresión en un sistema procariota o eucariota puede realizarse por técnicas generalmente conocidas por los 
expertos en la expresión recombinante. Se piensa que prácticamente cualquier sistema de expresión puede 30
emplearse en la expresión.

Una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención puede expresarse satisfactoriamente en sistemas de 
expresión eucariotas, por ejemplo, células CHO, sin embargo, se contempla que los sistemas de expresión 
bacterianos, tal como pQE-60 de E. coli sean particularmente útiles para la preparación a gran escala y posterior 
purificación de las construcciones. Los ADNc también pueden expresarse en sistemas bacterianos, expresándose 35
las proteínas codificadas como fusiones con β-galactosidasa, ubiquitina, glutatión S-transferasa de Schistosoma 
japonicum y similares. Se piensa que la expresión bacteriana tendrá ventajas sobre la expresión eucariota en 
términos de facilidad de uso y cantidad de materiales obtenidos mediante la misma.

En términos de expresión microbiana, las Patentes de Estados Unidos nº 5.583.013; 5.221.619; 4.785.420; 
4.704.362; y 4.366.246 se identifican con la finalidad de complementar adicionalmente la presente divulgación junto 40
con la expresión de genes en las células hospedadoras recombinantes.

Una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo producido de manera recombinante puede purificarse y formularse 
para su administración en seres humanos. Como alternativa, los ácidos nucleicos que codifican una construcción, 
receptorcuerpo o betacuerpo pueden suministrarse mediante terapia génica. Aunque puede emplearse ADN 
recombinante desnudo o plásmidos, se prefiere el uso de liposomas o vectores. La capacidad de determinados virus 45
para introducirse en células mediante endocitosis mediada por receptores y de integrarse en el genoma de la célula 
hospedadora y expresar genes de virus de manera estable y eficaz, los ha convertido en candidatos atractivos para 
la transferencia de genes extraños en células de mamífero. Los vectores de terapia génica preferidos para su uso en 
la presente invención serán generalmente vectores de virus. 

Los retrovirus son prometedores como vectores de liberación de genes debido a su capacidad para integrar sus 50
genes en el genoma hospedador, transferir una gran cantidad de material genético extraño, infectar un amplio 
espectro de especies y tipos de células y de empaquetarse en líneas celulares especiales. Otros virus, tales como 
adenovirus, virus del herpes simple (HSV), citomegalovirus (CMV) y adenovirus asociados (AAV), tales como los 
descritos en la Patente de Estados Unidos 5.139.941, también pueden modificarse por ingeniería genética para 
servir como vectores para transferencia génica.55

Aunque algunos virus que pueden aceptar material genético extraño están limitados en el número de nucleótidos 
estos pueden acomodarse y en la serie de células que infectan, estos virus han demostrado que efectúan 
satisfactoriamente la expresión génica. Sin embargo, los adenovirus no integran su material genético en el genoma 
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del hospedador y por lo tanto no requieren la replicación del hospedador para la expresión génica, haciendo que 
sean idealmente adecuados para una expresión génica rápida, eficaz y heteróloga. Las técnicas para preparar virus 
infecciosos con replicación defectuosa se conocen bien en la materia.

En determinadas realizaciones adicionales, el vector de terapia génica será el HSV. Un factor que hace que el HSV 
sea un vector atractivo es el tamaño y organización del genoma. Dado que el HSV es grande, la incorporación de 5
genes múltiples o casetes de expresión es menos problemática que en otros sistemas víricos más pequeños. 
Además, la disponibilidad de diferentes secuencias de control víricas con diverso redimiento (por ejemplo temporal, 
fuerza) hace que sea posible controlar la expresión a un mayor grado que en otros sistemas. También es una 
ventaja que el virus tenga relativamente pocos mensajes cortados y empalmados, facilitando adicionalmente las 
manipulaciones genéticas. El HSV también es relativamente fácil de manipular y puede desarrollarse a elevados 10
títulos.

Por supuesto, en el uso de sistemas de liberación de virus, se deseará purificar el virión suficientemente para 
producirlo esencialmente libre de contaminantes no deseables, tales como partículas víricas de interferencia 
defectuosas o pirógenos de tal manera que no causen ninguna reacción adversa en la célula, animal o individuo que 
recibe la construcción vectorial. Un medio de purificación preferido del vector implica el uso de gradientes de 15
densidad boyante, tal como centrifugación en gradiente con cloruro de cesio. 

H. Composiciones farmacéuticas

Los agentes terapéuticos de la presente invención se formularán generalmente como composiciones farmacéuticas. 
Las composiciones farmacéuticas comprenderán una cantidad biológica o terapéuticamente eficaz de al menos un 
primer agente terapéutico de la invención, disuelto o disperso en un transportador o medio acuoso 20
farmacéuticamente aceptable. Los agentes terapéuticos combinados también se contemplan, y puede emplearse el 
mismo tipo de composiciones farmacéuticas fundamentales para medicamentos tanto simples como combinados.

Las frases “farmacéutica o farmacológicamente aceptables” se refieren a entidades moleculares y a composiciones 
que no producen una reacción adversa alérgica o de cualquier otro tipo no deseado, cuando se administra a un 
animal, o a un ser humano, según sea apropiado. Igualmente se incluyen los usos veterinarios en la invención y las 25
formulaciones “farmacéuticamente aceptables” incluyen formulaciones para uso tanto clínico como veterinario. 

Como se usa en el presente documento, “transportador farmacéuticamente aceptable” incluye cualquiera y todos los 
disolventes, medios de dispersión, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifúngicos, agentes isotónicos y 
retardadores de la absorción y similares. El uso de dichos medios y agentes para sustancias farmacéuticas activas 
es muy conocido en la técnica. En la medida en la que cualquier medio o agente convencional sea compatible con el 30
principio activo, se contempla su uso en las composiciones terapéuticas. Para la administración en seres humanos, 
las preparaciones deben cumplir con los estándares de esterilidad, pirogenicidad, seguridad general y pureza 
requeridos por la FDA Office of Biological Standards. En las composiciones también pueden incorporarse principios 
activos complementarios.

Las formulaciones de “dosificación unitaria” son aquellas que contienen una dosis o subdosis del principio 35
administrado que se adapta para una liberación particular en el tiempo. Por ejemplo, las formulaciones de 
“dosificación unitaria” ejemplares son aquellas que contienen una dosis o unidad diaria o una subdosis diaria o una 
dosis o unidad semanal o una subdosis semanal y similar.

H1. Formulaciones inyectables

Los agentes terapéuticos de la invención se formularán frecuentemente para administración parenteral, 40
particularmente para el tratamiento de tumores, por ejemplo, formulados para inyección mediante vía intravenosa, 
intramuscular, subcutánea, transdérmica u otras de este tipo, incluyendo la administración peristáltica y la instilación 
directa en un tumor o un sitio enfermo (administración intracavidad). La preparación de una composición acuosa que 
contenga un anticuerpo, inmunoconjugado o conjugado peptídico como un principio activo será conocida por los 
expertos en la técnica a la luz de la presente divulgación. Típicamente dichas composiciones pueden prepararse 45
como inyectables, bien como soluciones o suspensiones líquidas; también pueden prepararse formas sólidas 
adecuadas para su uso para preparar soluciones o suspensiones después de la adición de un líquido antes de 
inyección; y las preparaciones también pueden emulsionarse.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles; 
formulaciones que incluyen aceite de sésamo, aceite de cacahuete, o propilenglicol acuoso; y polvos estériles para 50
la preparación extemporánea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. En todos los casos, la forma debe 
ser estéril y fluida en la medida que puedan utilizarse con una jeringa. Debe ser estable en condiciones de 
fabricación y conservación y debe preservarse contra la acción de microorganismos contaminantes, tales como 
bacterias y hongos.

Los agentes terapéuticos pueden formularse en una composición acuosa estéril en una forma neutra o salina. Las 55
soluciones de agentes terapéuticos como bases libres o sales farmacológicamente aceptables pueden prepararse en 
agua mezcladas adecuadamente con un tensioactivo, tal como hidroxipropilcelulosa. Las sales farmacéuticamente 
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aceptables, incluyen las sales de adición de ácidos (formadas con los grupos amino libres de la proteína) y las que 
se forman con ácidos inorgánicos tales como, por ejemplo, ácido clorhídrico y fosfórico o ácidos orgánicos tales 
como ácido acético, trifluoroacético, oxálico, tartárico, mandélico y similares. Las sales formadas con los grupos 
carboxilo libres también pueden proceder de bases inorgánicas tales como, por ejemplo, hidróxido de sodio, potasio, 
amoniaco, calcio o hierro, y de bases orgánicas tales como isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaína y 5
similares.

Los transportadores adecuados incluyen medios disolventes y de dispersión que contienen, por ejemplo, agua, 
etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol líquido y similar), mezclas adecuadas de los 
mismos y aceites vegetales. En muchos casos, será preferible incluir agentes isotónicos, por ejemplo, azúcares o 
cloruro de sodio. La fluidez adecuada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tal 10
como lecitina, manteniendo el tamaño de partícula requerido en el caso de dispersión y/o mediante el uso de 
tensioactivos.

En condiciones habituales de almacenamiento y uso, todas estas preparaciones deben contener un conservante 
para impedir el crecimiento de microorganismos. La prevención de la acción de microorganismos puede realizarse 
mediante diversos agentes antibacterianos y antifúngicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, ácido sórbico, 15
timerosal y similares. La absorción prolongada de las composiciones inyectables puede realizarse mediante el uso 
en las composiciones de agentes que retrasan la absorción, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Antes o después de la formulación, los agentes terapéuticos deben dializarse ampliamente para retirar moléculas no 
deseadas de bajo peso molecular y/o liofilizarse para una formulación más fácil en un vehículo deseado, cuando sea 
apropiado. Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando los agentes activos en la cantidad 20
requerida en el disolvente apropiado con varios de los otros principios indicados anteriormente, según se desee, 
seguido de esterilización por filtración. Generalmente, se preparan dispersiones incorporando los varios principios 
activos esterilizados en un vehículo estéril que contenga el medio de dispersión básico y los otros principios
requeridos de los indicados anteriormente. 

En el caso de polvos estériles para la preparación de soluciones inyectables estériles, los métodos de preparación 25
preferidos son las técnicas de secado al vacío y criodesecación que producen un polvo del principio activo, más 
cualquier principio deseado adicional a partir de una solución previamente esterilizada y filtrada de la misma.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas de acuerdo con la invención generalmente incluirán una cantidad del 
agente terapéutico mezclada con un diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable, tal como una solución 
acuosa estéril, para proporcionar una serie de concentraciones finales, dependiendo del uso que quiera darse. Las 30
técnicas de preparación son generalmente muy conocidas en la técnica, como las que se ilustran en Remington's 
Pharmaceutical Sciences, 16ª Ed. Mack Publishing Company, 1980. Para la administración en seres humanos, las 
preparaciones deben cumplir los estándares de esterilidad, pirogenicidad, seguridad general y pureza requeridos por 
la FDA Office of Biological Standards. Después de la formulación, los agentes terapéuticos se administrarán de una 
manera compatible con la formulación de dosificación y en una cantidad tal que sea terapéuticamente eficaz. 35

H2. Formulaciones de liberación sostenida

Las formulaciones se administran fácilmente en diversas formas de dosificación, tales como los tipos de soluciones 
inyectables descritos anteriormente, pero también se contemplan otras formas farmacéuticamente aceptables, por 
ejemplo, comprimidos, píldoras, cápsulas u otros sólidos para administración oral, supositorios, pesarios, soluciones 
nasales o pulverizadores, aerosoles, inhalantes, formulaciones tópicas, formulaciones liposomales y similares. Los 40
tipos de forma para la administración tendrán correspondencia con la enfermedad o trastorno que se vaya a tratar.

También se pueden usar cápsulas de “liberación lenta” o composiciones o preparaciones farmacéuticas de
“liberación sostenida”. Las formulaciones de liberación lenta se diseñan generalmente para ofrecer un nivel de 
fármaco constante sobre un periodo prolongado y pueden usarse para suministrar los agentes terapéuticos de 
acuerdo con la presente invención. Las formulaciones de liberación lenta se implantan típicamente cerca del sitio 45
enfermo, por ejemplo, en el sitio de un tumor o infección vírica.

Como ejemplos adecuados de preparaciones de liberación sostenida se incluyen matrices semipermeables de 
polímeros hidrófobos sólidos que contienen agentes terapéuticos, cuyas matrices están en forma de artículos 
conformados, por ejemplo, películas o microcápsulas. Los ejemplos de matrices de liberación sostenida incluyen 
poliésteres; hidrogeles, por ejemplo, poli(2-hidroxietiI-metacrilato) o poli(alcohol vinílico); polilactidas, por ejemplo, 50
Patente de Estados Unidos nº 3.773.919; copolímeros de ácido L-glutámico y γ etil-L-glutamato; acetato de etilen 
vinilo no degradable; copolímeros degradables de ácido láctico - ácido glicólico, tales como Lupron Depot™ 
(microesferas inyectables compuestas de copolímero de ácido láctico-ácido glicólico y acetato de leuprolida); y ácido 
poli-D-(-)-3-hidroxibutírico.

Aunque polímeros tales como acetato de etilen vinilo y ácido láctico-ácido glicólico permiten la liberación de 55
moléculas durante más de 100 días, determinados hidrogeles liberan proteínas durante periodos de tiempo más 
cortos. Cuando los anticuerpos encapsulados permanecen en el organismo durante un largo periodo de tiempo, 
estos pueden desnaturalizarse o agregarse como resultado de la exposición a la humedad a 37 ºC, reduciendo de 
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este modo la actividad biológica y/o cambiando la inmunogenicidad. Se dispone de estrategias lógicas para la 
estabilización dependiendo del mecanismo que esté implicado. Por ejemplo, si el mecanismo de agregación implica 
la formación de enlaces S-S intermoleculares a través de intercambio tio-disulfuro, la estabilización se realiza 
modificando restos de sulfihidrilo, liofilizando a partir de soluciones ácidas, controlando el contenido de humedad, 
usando aditivos apropiados, desarrollando composiciones de matrices poliméricas específicas y estrategias 5
similares.

H3. Liposomas y nanocápsulas

En determinadas realizaciones, los liposomas y/o nanocápsulas también pueden emplearse con los agentes 
terapéuticos. La formación y uso de liposomas es generalmente conocida por los expertos en la técnica, como se 
resume más adelante. La presente invención proporciona combinaciones particulares de anticuerpos, liposomas de 10
agentes quimioterapéuticos, que se describen más adelante. Además, puede usarse una formación liposomal como 
un componente habitual de cualquiera de los agentes terapéuticos de la invención en general. 

Los liposomas se forman a partir de fosfolípidos que se dispersan en un medio acuoso y forman espontáneamente 
vesículas bicapa concéntricas multilaminares (también denominadas vesículas multilaminares (MLV). Generalmente, 
las MLV tienen diámetros de 25 nm a 4 μm. El tratamiento con ultrasonido de las MLV da como resultado la 15
formación de vesículas unilaminares pequeñas (SUV) con diámetros en el intervalo de 200 a 500 Å, que contienen 
una solución acuosa en el núcleo.

Los fosfolípidos pueden formar diversas estructuras que no son liposomas cuando se dispersan en agua, 
dependiendo de la proporción molar de lípido con respecto a agua. A bajas proporciones el liposoma es la estructura 
preferida. Las características físicas de los liposomas dependen del pH, de la fuerza iónica y de la presencia de 20
cationes divalentes. Los liposomas pueden presentar baja permeabilidad con respecto a sustancias iónicas y 
polares, pero a elevadas temperaturas experimentan una fase de transición que altera notablemente su 
permeabilidad. La fase de transición implica un cambio de una estructura fuertemente empaquetada, ordenada, 
conocida como estado gel, a una estructura laxamente empaquetada, menos ordenada, conocida como estado 
fluido. Esto se produce a una temperatura de transición característica y da como resultado el aumento de la 25
permeabilidad a iones, azúcares y fármacos.

Los liposomas interaccionan con células mediante cuatro mecanismos diferentes: endocitosis por células fagocíticas,
tales como macrófagos y neutrófilos, del sistema retículoendotelial; adsorción en la superficie celular, mediante 
fuerzas hidrófobas o electroestáticas débiles no específicas, o mediante interacciones específicas con componentes 
de la superficie celular; fusión con la membrana celular plasmática por inserción de la bicapa lipídica del liposoma en 30
la membrana plasmática, con liberación simultánea del contenido liposomal en el citoplasma; y por transferencia de 
lípidos liposomales a las membranas celulares o subcelulares, o viceversa, sin ninguna asociación del contenido del 
liposoma. La variación de la formulación del liposoma, cuyo mecanismo es operativo, puede alterare, aunque más de 
uno puede ser operativo al mismo tiempo.

Las nanocápsulas pueden generalmente atrapar compuestos de una manera estable y reproducible. Para impedir 35
efectos secundarios debido a la sobrecarga polimérica intracelular, dichas partículas ultrafinas (de un tamaño de 
aproximadamente 0,1 μm) deben diseñarse usando polímeros que puedan degradarse in vivo. Las nanopartículas 
de polialquil cianoacrilato biodegradables que cumplen estos requisitos se contemplan para su uso en la presente 
invención y dichas partículas pueden prepararse fácilmente.

H4. Formulaciones oftálmicas40

Muchas enfermedades oculares, particularmente aquellas que tienen un componente angiogénico, pueden tratarse 
con la presente invención. Por ejemplo, enfermedad neovascular ocular, degeneración macular relacionada con la 
edad, retinopatía diabética, retinopatía del prematuro, rechazo de injerto de córnea, glaucoma neovascular, 
fibroplasias retrolentales y otras enfermedades asociadas con neovascularización de la córnea o neovascularización 
de la retinal/coroides, como se describe más adelante en el presente documento.45

Los agentes terapéuticos de la presente invención pueden emplearse por tanto de manera ventajosa en la 
preparación de composiciones farmacéuticas adecuadas para su uso como soluciones oftálmicas, incluyendo 
aquellas para administración intravítrea y/o intracámara. Para el tratamiento de cualquiera de las enfermedades
anteriores u otros trastornos, los agentes terapéuticos se administran a uno, o a ambos ojos, del sujeto que necesite 
el tratamiento en forma de una preparación oftálmica preparada de acuerdo con la práctica farmacéutica 50
convencional, véase por ejemplo “Remington's Pharmaceutical Sciences”, 15ª edición, páginas 1488 a 1501 (Mack
Publishing Co., Easton, PA).

Las preparaciones oftálmicas contendrán un agente terapéutico en una concentración de aproximadamente 0,01 a 
aproximadamente 1 % en peso, preferentemente de aproximadamente 0,05 a aproximadamente 0,5 % en una 
solución, suspensión o pomada farmacéuticamente aceptable. Será necesario variar algo la concentración, 55
dependiendo del compuesto particular empleado, de la afección del sujeto a tratar y similar, y la persona 
responsable del tratamiento determinará la concentración más adecuada para el paciente individual. La preparación 
oftálmica estará preferiblemente en forma de una solución acuosa estéril que contenga, si se desea, ingredientes 
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adicionales, por ejemplo conservantes, tampones, agentes de tonicidad, antioxidantes y estabilizantes, agentes 
humectantes o purificantes no iónicos, agentes aumentadores de viscosidad y similares.

Los conservantes adecuados para su uso en dichas soluciones incluyen cloruro de benzalconio, cloruro de 
benzetonio, clorobutanol, timerosal y similares. Los tampones adecuados incluyen ácido bórico, bicarbonato de sodio 
y de potasio, boratos de sodio y de potasio, carbonato de sodio y de potasio, acetato de sodio, bifosfato de sodio y 5
similares, en cantidades suficientes para mantener el pH entre aproximadamente 6 y 8 y preferentemente entre 
aproximadamente 7 y 7,5. Los agentes de tonicidad adecuados son dextrano 40, dextrano 70, dextrosa, glicerina, 
cloruro de potasio, propilenglicol, cloruro de sodio y similares, de tal manera que el equivalente de cloruro de sodio 
de la solución oftálmica esté en el intervalo de 0,9 más o menos 0,2 %.

Los antioxidantes y estabilizantes adecuados incluyen bisulfito de sodio, metabisulfito de sodio, tiosulfito de sodio, 10
tiourea y similares. Los agentes humectantes y purificantes adecuados incluyen polisorbato 80, polisorbato 20, 
poloxamer 282 y tiloxapol. Los agentes aumentadores de viscosidad adecuados incluyen dextrano 40, dextrano 70, 
gelatina, glicerina, hidroxietilcelulosa, hidroximetilpropilcelulosa, lanolina, metilcelulosa, vaselina, polietilenglicol, 
alcohol polivinílico, polivinilpirrolidona, carboximetilcelulosa y similares. La preparación oftálmica se administrará por 
vía tópica en el ojo del sujeto que necesite el tratamiento por métodos convencionales, por ejemplo, en forma de 15
gotas o con baños oculares con la solución oftálmica.

H5. Formulaciones tópicas

En el sentido más amplio, las formulaciones para administración tópica incluyen las que se suministran a través de la 
boca (cavidad bucal) y a través de la piel. Los “sistemas de suministro tópico” también incluyen parches 
transdérmicos que contienen el principio activo a administrar. El suministro a través de la piel puede efectuarse20
adicionalmente por iontoforesis o electrotransporte, si se desea.

Las formulaciones adecuadas para administración tópica en la boca incluyen pastillas para chupar que comprenden 
los principios activos en una base aromatizada, normalmente sacarosa y goma arábiga o tragacanto; pastillas que 
comprenden el principio activo en una base inerte tal como gelatina y glicerina o sacarosa y goma arábiga; y lavados 
bucales que comprenden el principio a administrar en un transportador líquido adecuado.25

Las formulaciones adecuadas para administración tópica en la piel incluyen pomadas, cremas, geles y pastas que 
comprenden el principio a administrar en un transportador farmacéutico aceptable. La formulación de agentes 
terapéuticos para su uso tópico, tal como en cremas, pomadas y geles, que incluye la preparación de bases para
pomada oleaginosas o solubles en agua, será bien conocida por los expertos en la técnica a la luz de la presente 
divulgación. Por ejemplo, estas composiciones pueden incluir aceites vegetales, grasas animales y, más 30
preferentemente, hidratos de carbono semisólidos obtenidos del petróleo. Los componentes particulares usados 
pueden incluir pomada blanca, pomada amarilla, cera de ésteres cetílicos, ácido oleico, aceite de oliva, parafina, 
vaselina, vaselina blanca, esperma de ballena, glicerato de almidón, cera blanca, cera amarilla, lanolina, lanolina 
anhidra y monoestearato de glicerilo. También pueden usarse diversas bases de pomada solubles en agua, 
incluyendo ésteres de glicol y derivados, polietilenglicoles, estearato de polioxil 40 y polisorbatos.35

Las formulaciones para administración en el recto pueden presentarse como un supositorio con una base adecuada 
que comprende, por ejemplo, manteca de cacao o un salicilato. Las formulaciones adecuadas para administración 
en la vagina pueden presentarse como pesarios, tampones, cremas, geles, pastas, espumas o formulaciones en 
pulverización que contienen, además del principio activo, transportadores tales como los que se conocen en la 
técnica que sean apropiados. 40

H6. Formulaciones nasales

Se contempla el suministro local a través de la nariz y las vías respiratorias, para tratamiento de diversas afecciones, 
particularmente para el uso en los métodos de tratamiento antivírico de la presente invención.

Estas vías de suministro también son adecuadas para suministrar agentes en la circulación sistémica. Por lo tanto,
en la invención también se incluyen formulaciones de principios activos en transportadores adecuados para la 45
administración nasal, por ejemplo, soluciones, pulverizaciones, aerosoles e inhalantes nasales. Cuando el 
transportador es un sólido, las formulaciones incluyen un polvo grueso que tiene un tamaño de partícula, por 
ejemplo, en el intervalo de 20 a 500 micras, que se administra, por ejemplo, mediante una inhalación rápida a través 
de las fosas nasales desde un envase con un polvo que se sujeta cerca de la nariz.

Las formulaciones adecuadas en las que el transportador es un líquido son útiles en la administración nasal. Las 50
soluciones nasales normalmente son soluciones acuosas diseñadas para administrarse en las fosas nasales en 
gotas o pulverizaciones y se preparan de tal manera que sean similares en muchos respectos a las secreciones 
nasales, de tal manera que se mantenga la acción ciliar normal. Por tanto, las soluciones nasales acuosas 
normalmente son isotónicas y ligeramente tamponadas para mantener un pH de 5,5 a 6,5. Además, si se desea, en
la formulación puede incluirse conservantes antimicrobianos, similares a los que se usan en las preparaciones 55
oftálmicas, y estabilizantes farmacológicos apropiados. En la técnica se conocen diversas preparaciones nasales 
comerciales e incluyen, por ejemplo, antibióticos y antihistaminas y se usan como tratamiento preventivo del asma.
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Las inhalaciones e inhalantes son preparaciones farmacéuticas diseñadas para suministrar un fármaco o compuesto 
en el árbol respiratorio de un paciente. Se administra un vapor o vaho y alcanza el área afectada. Esta vía también 
puede emplearse para suministrar agentes en la circulación sistémica. Las inhalaciones pueden administrarse a 
través de las vías respiratoria, nasal u oral. La administración de soluciones para inhalación es únicamente eficaz si 
las gotitas tienen un tamaño suficientemente fino y uniforme, de tal manera que el vaho llegue a los bronquiolos.5

Otro grupo de productos, también conocido como inhalaciones, y algunas veces denominados insuflaciones, 
comprende fármacos líquidos o finamente pulverizados que se transportan hacia el interior de las vías respiratorias 
usando sistemas de suministro especiales, tales como aerosoles farmacéuticos, que contienen una solución o 
suspensión del fármaco en un propulsor gaseoso licuado. Cuando se liberan a través de una válvula o adaptador 
oral adecuados, se impulsa una dosis de la inhalación medida en el tracto respiratorio del paciente. El tamaño de 10
partícula es de vital importancia en la administración de este tipo de preparación. Se ha indicado que el tamaño 
óptimo de partícula para la penetración en la cavidad pulmonar es del orden de 0,5 a 7 μm. Los aerosoles 
presurizados producen un vaho fino y por tanto su uso se considera ventajoso.

I. Ensayos de unión, funcionales y de exploración

Aunque la presente invención tiene utilidad significativa en regímenes de tratamiento en animales y seres humanos, 15
también tiene otros muchos usos específicos y creíbles, incluyendo usos prácticos en muchas realizaciones in vitro. 
Algunos de estos usos están relacionados con las propiedades de unión específicas de una construcción, 
receptorcuerpo o betacuerpo. En cada una de las construcciones de la invención se incluye al menos una proteína 
que se une a PS o a un fosfolípido aniónico, que puede usarse en diversas realizaciones de unión, incluyendo 
ensayos de unión útiles.20

Aunque la presencia de una región Fc o de un agente conectado, cuando sea relevante, proporcione propiedades 
ventajosas, no se niega la utilidad de la primera región en ningún ensayo de unión. Los ensayos de unión útiles 
adecuados incluyen por tanto los normalmente empleados en la técnica, tales como en inmunotransferencias, 
transferencias de Western, transferencias puntuales, RIA, ELISA, inmunohistoquímica, separación de células
activadas por fluorescencia (FACS), inmunoprecipitación, cromatografía de afinidad y similares, como se describe 25
adicionalmente en el presente documento.

Algunos ensayos de unión convencionales son aquellos en los que un anticuerpo se inmoviliza sobre una matriz de 
soporte sólido, por ejemplo, nitrocelulosa, nylon o una combinación de los mismos, tal como en las 
inmunotransferencias, transferencias de Western, ensayos ELISA y relacionados. Otros ensayos importantes son los 
que utilizan células, en los que los componentes de la presente invención pueden usarse para ensayar células con 30
PS o fosfolípidos aniónicos en la superficie celular. Dichos ensayos pueden aplicarse en ensayos preclínicos, por 
ejemplo, con respecto al diseño de fármacos, ensayo de los mecanismos de acción y/o selección de agentes 
terapéuticos para su uso combinado.

Otros ensayos in vitro son útiles en el diagnóstico de enfermedades relacionadas con la activación celular aberrante 
y/o apoptosis, en el que el ensayo para determinar la presencia de PS o de fosfolípidos aniónicos en la superficie 35
celular sería particularmente útil. Las construcciones de la invención pueden por tanto usarse junto con bloques 
tisulares embebidos en parafina, fijados en formalina y recién congelados, en inmunohistoquímica; en separación de 
células activadas por fluorescencia, citometría de flujo o microfluorometría de flujo.

Las construcciones de la invención tienen usos prácticos adicionales en inmunoprecipitación, en realizaciones de 
purificación con antígeno, tales como cromatografía de afinidad y en muchos otros ensayos de unión que son 40
conocidos por los expertos habituales en la técnica dada la información presentada en este documento.

Otros usos prácticos adicionales de las presentes construcciones son como controles en ensayos funcionales, 
incluyendo muchos de los ensayos y sistemas in vivo y ex vivo. Como las propiedades de unión y funcionales de una 
construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención son particularmente específicas, como se desvela en el 
presente documento, dichos usos de “control” son en realidad extremadamente valiosos. Los ensayos que se 45
benefician de dicha aplicación práctica de la presente invención incluyen, por ejemplo, ensayos que se refieren a la 
detección de PS o fosfolípidos aniónicos en la superficie celular.

Estos sistemas de ensayo también pueden desarrollarse en ensayos de exploración de fármacos in vivo o ex vivo, 
en los que es particularmente importante el presente suministro de materiales biológicos con propiedades bien 
definidas. Por ejemplo, en el uso de las construcciones de la presente invención como controles positivos en la 50
selección de moléculas pequeñas que tienen propiedades de unión similares, equivalentes o mejoradas, por 
ejemplo, en la exploración y desarrollo de fármacos.

Los ensayos y sistemas de unión de la invención también pueden desarrollarse en ensayos de exploración de 
fármacos in vitro o ex vivo, en los que es particularmente importante el presente suministro de materiales biológicos 
con propiedades bien definidas. Por ejemplo, en el uso de las construcciones de la presente invención como 55
controles positivos en la selección de moléculas pequeñas que tienen propiedades de unión similares, equivalentes 
o mejoradas, por ejemplo, en la exploración y desarrollo de fármacos.
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J. Kits de diagnóstico y terapéuticos

La presente invención también proporciona kits de diagnóstico y terapéuticos que comprenden al menos una primera 
construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la presente invención, para su uso en métodos de tratamiento, 
métodos de tratamiento combinados y/o en realizaciones de formación de imágenes y tratamientos. Dichos kits 
generalmente contendrán, en al menos un primer envase (o medio de envase) adecuado, una formulación 5
farmacéuticamente aceptable de al menos una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención. Los kits 
pueden incluir instrucciones por escrito o electrónicas para su uso, por ejemplo, en realizaciones preclínicas, clínicas 
y/o veterinarias.

Los kits también pueden contener otras composiciones, formulaciones farmacéuticamente aceptables y segundos 
agentes biológicos y terapéuticos incluyendo aquellos para terapia combinada y/o para el diagnóstico y formación de 10
imágenes. Por ejemplo, dichos kits pueden contener uno cualquiera o más de una serie de agentes 
quimioterapéuticos, radioterapéuticos o antiangiogénicos, células antitumorales, anticuerpos contra el sistema 
vascular tumoral o contra estroma tumor, inmunotoxinas o coaguligandos, agentes antivíricos y/o componentes o 
agentes de diagnóstico. También pueden incluirse instrucciones por escrito o electrónicas para su uso en terapia 
combinada y/o para el diagnóstico y formación de imágenes.15

Los kits pueden tener un solo envase que contenga la primera construcción, receptorcuerpo o betacuerpo, con o sin 
ningún componente adicional, o pueden tener distintos envases para cada agente deseado. Cuando se proporcionan 
agentes terapéuticos combinados, puede mezclarse previamente una sola solución, bien en una combinación 
equivalente molar, o con un componente en exceso con respecto al otro. Como alternativa, en el kit, el primer agente 
terapéutico de la invención y el segundo agente biológico o terapéutico, tal como un segundo agente anticanceroso o 20
antivírico, se mantendrán por separado dentro de distintos envases del kit antes de la administración al paciente.

Los componentes de diagnóstico se mantendrán más frecuentemente en al menos un segundo envase, distinto del 
otro o un primer envase que comprenda uno o más agentes terapéuticos. Los kits de diagnóstico pueden incluir 
anticuerpos marcados o péptidos que se unen a PS, o cualquier otro agente adecuado para el diagnóstico de la 
enfermedad a tratar. Los kits pueden incluir agentes de diagnóstico para su uso in vitro, para su uso in vivo, o ambas 25
cosas de dicho agente. Los kits pueden incluir instrucciones por escrito o electrónicas para su uso, por ejemplo, en 
realizaciones preclínicas, clínicas y/o de diagnóstico veterinario.

Para la inmunodetección in vitro, una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo puede estar unido a un soporte 
sólido, tal como un pocillo de una placa de microtitulación. Los kits de inmunodetección comprenden 
preferentemente al menos un primer reactivo de inmunodetección. Los reactivos de inmunodetección del kit pueden 30
tener cualquiera de una diversidad de formas, incluyendo aquellos marcadores detectables que están asociados con 
o ligados con el anticuerpo determinado, tal como se usa in vivo. También se contemplan marcadores detectables 
que están asociados o conectados a un ligando de unión secundario. Los ligandos secundarios ejemplares son 
aquellos anticuerpos secundarios que tienen afinidad de unión por el primer anticuerpo.

Otros reactivos de inmunotinción, adecuados para su uso en los presentes kits, incluyen el reactivo de dos 35
componentes que comprende un anticuerpo secundario, que tiene afinidad de unión por el primer anticuerpo, junto 
con un tercer anticuerpo, que tiene afinidad de unión por el segundo anticuerpo, estando el tercer anticuerpo ligado a 
un marcador detectable. En la técnica se conocen diversos marcadores ejemplares y todos dichos marcadores 
pueden emplearse junto con la presente invención. Estos kits pueden contener conjugados de anticuerpo-marcador 
bien en forma completamente conjugada, en forma de productos intermedios o como restos separados que los 40
conjugará el usuario del kit. Los kits de formación de imágenes comprenderán preferentemente un agente o 
anticuerpo de direccionamiento que ya está conectado con un marcador detectable in vivo. Sin embargo, el 
marcador y los medios de conexión pueden proporcionarse individualmente.

Cualquier forma de kit para diagnóstico puede comprender adicionalmente agentes de control, tal como 
composiciones biológicas adecuadamente divididas en alícuotas, marcadas o no, como las pueden usarse para 45
preparar una curva patrón para un ensayo de detección. Los componentes de los kits pueden envasarse en medios 
acuosos o en forma liofilizada.

Cuando los componentes del kit se proporcionan en una o más soluciones líquidas, la solución líquida es 
preferentemente una solución acuosa, prefiriéndose en particular una solución acuosa estéril. Sin embargo, los 
componentes del kit pueden proporcionarse como uno o más polvos secos. Cuando los reactivos o componentes se 50
proporcionan como un polvo seco, el polvo puede reconstituirse mediante la adición de un disolvente adecuado. El 
disolvente puede proporcionarse también en otro envase dentro del kit.

Los envases de los kits terapéuticos y de diagnóstico generalmente incluirán al menos un vial, tubo de ensayo, 
matraz, frasco, jeringa u otro envase o medio de envase, en el que se coloca el agente terapéutico o cualquier otro 
agente deseado y, preferentemente dividido adecuadamente en alícuotas. Como al menos se prefieren dos 55
componentes distintos, los kits incluirán preferentemente al menos dos de dichos envases. Los kits también pueden 
comprender un tercer o cuarto envase que contenga un tampón u otro diluyente, estéril, farmacéuticamente 
aceptable.

E06719706
17-03-2016ES 2 565 543 T3

 



57

Los kits también pueden contener un medio mediante el cual se administren los agentes terapéuticos a un animal o 
paciente, por ejemplo, una o más agujas o jeringas, o incluso un cuentagotas, una pipeta u otro aparato similar, a 
partir del cual las formulaciones pueden inyectarse al animal o aplicarse a un área enferma del organismo. Los kits 
de la presente invención también incluirán típicamente un medio para contener los viales, o similar, y otro 
componente, en estrecho confinamiento para su comercialización, tal como, por ejemplo, envases de plástico o 5
moldeados por soplado para inyección, en los que se colocan y se sujetan los viales deseados u otros aparatos.

J. Inmunodetección y formación de imágenes

La presente invención proporciona adicionalmente métodos de diagnóstico y formación de imágenes in vitro e in 
vivo. Dichos métodos son aplicables para su uso en la generación de información de diagnóstico, pronóstico y/o 
formación de imágenes, por ejemplo, relacionada con enfermedades angiogénicas e infecciones víricas y 10
preferentemente relacionada con el tratamiento de tumores y métodos de formación de imágenes. Los métodos de la 
invención incluyen ensayos de diagnóstico in vitro, por ejemplo, en el que las muestras pueden obtenerse de una 
manera no invasiva y ensayarse preferentemente en ensayos de alto rendimiento y/o en el que el diagnóstico clínico 
es ambiguo y se desea la confirmación. En el campo del diagnóstico y de la formación de imágenes in vivo, una 
construcción, receptorcuerpo, o betacuerpo de la invención está ligado a uno o a más agentes detectables y se usa 15
para formar una imagen de un sitio angiogénico o tumor, opcionalmente como una primera etapa antes del 
tratamiento.

K1. Métodos y kits de inmunodetección

La invención por tanto se refiere a métodos de inmunodetección para la unión, purificación, cuantificación o 
detección, generalmente de otra manera, de PS y fosfolípidos aniónicos, por ejemplo, para su uso en el diagnóstico 20
de células activadas y apoptóticas y enfermedades asociadas. Una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la 
presente invención puede emplearse para detectar PS y fosfolípidos aniónicos in vivo (véase más adelante), en
muestras de tejido aisladas, biopsias o frotis y/o en muestras de tejido homogeneizado. Dichos métodos de 
inmunodetección tienen utilidad diagnóstica manifiesta, pero también tienen aplicaciones en muestras no clínicas, 
tales como el ajuste de dosis de muestras de antígeno y similares.25

Las etapas de los diversos métodos de inmunodetección útiles se han descrito en la bibliografía científica, tal como, 
por ejemplo, Nakamura et al., 1987. En general, los métodos de inmunounión incluyen la obtención de una muestra 
que se sospecha que contiene PS o fosfolípidos aniónicos, preferentemente células que se sospecha que tienen PS 
en la superficie celular, y poner en contacto la muestra con una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la 
invención, en condiciones eficaces para permitir la formación de inmunocomplejos. Cualquier inmunocomplejo 30
formado durante el proceso de unión se detecta después y preferentemente se cuantifica.

La muestra analizada puede ser una muestra de células, tal como células expuestas a determinadas condiciones de 
ensayo en el laboratorio. La muestra también puede ser una muestra biológica de un animal o de un paciente, por 
ejemplo, uno que se sospecha que tiene una enfermedad asociada con la activación o apoptosis de uno o más tipos 
de células. Dicha muestra puede ser una sección o un especimen tisular, una biopsia, un hisopo o frotis de la 35
muestra de ensayo, un extracto tisular homogeneizado o formas distintas o purificadas de los mismos. 

La puesta en contacto de la muestra biológica seleccionada con una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo en 
condiciones eficaces y durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la formación de inmunocomplejos 
(inmunocomplejos primarios) es generalmente una cuestión de simplemente añadir una construcción, 
receptorcuerpo o betacuerpo a la muestra e incubar la mezcla durante un periodo de tiempo suficientemente largo 40
para que la construcción, el receptorcuerpo o betacuerpo forme inmunocomplejos con, es decir, uniéndose a, 
cualquier PS o fosfolípidos aniónicos presentes. Después de este tiempo, la composición de la muestra, tal como 
una sección de tejido o una placa ELISA, generalmente se lavará para retirar cualquiera de las especies no unidas 
específicamente, dejando únicamente aquellas específicamente unidas en los inmunocomplejos primarios a 
detectar.45

La detección de la formación del inmunocomplejo es bien conocida en la técnica y puede realizarse a través de la 
aplicación de numerosas estrategias. Estos métodos se basan generalmente en la detección de una etiqueta o 
marcador, tal como cualquier etiqueta o marcador radioactivo, fluorescente, biológico o enzimático conocido en la 
técnica. Las patentes de Estados Unidos que se refieren al uso de dichos marcadores incluyen 3.817.837; 
3.850.752; 3.939.350; 3.996.345; 4.277.437; 4.275.149 y 4.366.241. En general se prefiere el uso de enzimas que 50
generan un producto con color después de la puesta en contacto con un sustrato cromogénico. También pueden 
usarse, ligandos de unión secundarios, tales como un anticuerpo secundario o una disposición de unión a ligando de 
biotina/avidina, como se conoce en la técnica.

Una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo empleado en la detección puede en sí mismo ligarse a un marcador 
detectable, en el que se podría detectar simplemente este marcador, permitiendo por tanto determinar la cantidad de 55
inmunocomplejos primarios en la composición.

Preferentemente, los inmunocomplejos primarios se detectan mediante un segundo ligando de unión que tiene 
afinidad de unión por una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención. En dichos casos, el segundo 

E06719706
17-03-2016ES 2 565 543 T3

 



58

ligando de unión puede ligarse a un marcador detectable. El segundo ligando de unión es en sí mismo a menudo un 
anticuerpo, y puede por tanto denominarse anticuerpo “secundario”. El inmunocomplejo primario se pone en 
contacto con el ligando de unión secundario o anticuerpo, marcado, en condiciones eficaces y durante un periodo de 
tiempo suficiente para permitir la formación de los inmunocomplejos secundarios. Los inmunocomplejos secundarios 
generalmente se lavan después para retirar cualquiera de los anticuerpos o ligandos secundarios marcados no 5
unidos específicamente, y después detectar el marcador restante en los inmunocomplejos secundarios. 

Los métodos adicionales incluyen la detección de inmunocomplejos primarios mediante una estrategia en dos 
etapas. Un segundo ligando de unión, tal como un anticuerpo, que tiene afinidad de unión por el primer anticuerpo se 
usa para formar inmunocomplejos secundarios, como se ha descrito anteriormente. Después del lavado, los 
inmunocomplejos secundarios se ponen en contacto con el tercer ligando de unión o anticuerpo que tiene afinidad 10
de unión por el segundo anticuerpo, de nuevo en condiciones eficaces y durante un periodo de tiempo suficiente 
para permitir la formación de inmunocomplejos (inmunocomplejos terciarios). El tercer ligando o anticuerpo se liga a 
un marcador detectable, lo que permite la detección de los inmunocomplejos terciarios así formados. Este sistema 
puede proporcionar amplificación de señal si se desea.

El diagnóstico o la monitorización pueden aplicarse a pacientes con diversas enfermedades, particularmente las 15
asociadas con exposición aumentada de PS o de fosfolípidos aniónicos en la superficie celular. La detección de PS 
o de fosfolípidos aniónicos, o un aumento en los niveles de PS o de fosfolípidos aniónicos, en comparación con los 
niveles en una muestra biológica correspondiente de un sujeto normal, es indicativa de un paciente con dicha 
enfermedad.

Sin embargo, como saben los expertos en la técnica, probablemente dicho diagnóstico clínico no debería realizarse 20
basándose en este método en aislamiento. Los expertos en la técnica están muy familiarizados con la diferenciación 
entre una expresión significativa de un biomarcador, que representa una identificación positiva, y bajo nivel o 
expresión de fondo de un biomarcador. De hecho, los niveles de expresión de fondo a menudo se usan para formar 
un “límite” por encima del cual la tinción aumentada se puntuará como significativa o positiva.

K2. Formación de imágenes in vivo25

La presente invención proporciona diversas realizaciones de diagnóstico y de formación de imágenes in vivo. 
Determinados aspectos de la invención se refieren a nuevas composiciones y sorprendentemente eficaces para el 
diagnóstico y formación de imágenes in vivo. Por ejemplo, una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la 
invención se liga a un agente detectable in vivo para formar un conjugado de inmunodiagnóstico de la invención. Los 
inmunodiagnósticos resultantes pueden ahora usarse en cualquiera de las realizaciones de diagnóstico o formación 30
de imágenes descrita previamente en relación con la detección de PS o de un fosfolípido aniónico.

En este sentido, el inmunodiagnóstico que comprende una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la 
invención, puede usarse en la formación de imágenes de trombosis vascular, particularmente en o cerca del 
corazón, tal como en trombosis de vena profunda, embolismo pulmonar, infarto de miocardio, fibrilación auricular, 
problemas con materiales cardiovasculares protésicos, ictus y similares. Dichas composiciones de la invención 35
también pueden usarse en formación de imágenes de plaquetas activadas, por ejemplo, en condiciones tales como 
abscesos, restenosis, inflamación de articulaciones y trastornos hemostáticos, tal como trombosis arterial, coronaria, 
venosa y cerebral y similar. Las composiciones de inmunodiagnóstico de la invención también pueden usarse en la 
detección de células apoptóticas, ya que pueden usarse en el diagnóstico y formación de imágenes de diversas 
enfermedades en las que se produce un aumento de la apoptosis o esta es inapropiada.40

Las composiciones de formación de imágenes in vivo y los métodos de la invención pueden usarse de por sí en 
formación de imágenes, o en la formación de imágenes previa, en un sitio en el organismo para formar una imagen 
fiable antes del tratamiento. Preferentemente, la formación de imágenes es una formación de imágenes tumoral. 
Estas composiciones y métodos también pueden aplicarse a la formación de imágenes y diagnóstico de otras 
enfermedades o afecciones asociadas con PS y fosfolípidos aniónicos, tales como las que implican la activación 45
celular y/o apoptosis, incluyendo enfermedades angiogénicas, ateroesclerosis, infecciones víricas y otras de dichas 
afecciones en las que se desea realizar una formación de imagen interna con el fin de diagnosticar o pronosticar, o 
diseñar el tratamiento.

En estas realizaciones, una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención está conectado
operativamente, ligado o conjugado con un marcador detectable. Los “marcadores detectables” son compuestos o 50
elementos que pueden detectarse debido a sus propiedades funcionales específicas, o características químicas, 
cuyo uso permite detectar el componente al cual está conectado y adicionalmente cuantificarlo si se desea. En los 
conjugados para los protocolos de diagnóstico in vivo o “métodos de formación de imágenes”, los marcadores 
pueden detectarse usando métodos no invasivos.

Muchos agentes de formación de imágenes apropiados son conocidos en la técnica, como lo son los métodos para 55
su conexión a ligandos de unión (véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos 5.021.236 y 4.472.509). 
Determinados métodos de conexión implican el uso de un complejo metálico de quelato que emplea, por ejemplo, un 
agente quelante orgánico, tal como DTPA conectado al anticuerpo (Patente de Estados Unidos 4.472.509). Los 
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anticuerpos monoclonales también pueden reaccionar con una enzima en presencia de un agente de acoplamiento, 
tal como glutaraldehído o peryodato. Los conjugados con marcadores de fluoresceína se preparan en presencia de 
estos agentes de acoplamiento o por reacción con un isotiocianato.

Un ejemplo de marcadores detectables son los iones paramagnéticos. En este caso, como iones adecuados se 
incluyen cromo (III), manganeso (II), hierro (III), hierro (II), cobalto (II), níquel (II), cobre (II), neodimio (III), samario 5
(III), iterbio (III), gadolinio (III), vanadio (II), terbio (III), disprosio (III), holmio (III) y erbio (III), prefiriéndose 
particularmente el gadolinio.

Los iones útiles en otros contextos, tales como formación de imágenes por rayos X, incluyen, pero sin limitación, 
lantano (III), oro (III), plomo (II) y especialmente bismuto (III). Los marcadores fluorescentes incluyen rodamina, 
fluoresceína y renografina. La rodamina y la fluoresceína a menudo están ligadas mediante un producto intermedio 10
de isotiocianato.

En el caso de isótopos radioactivos para aplicaciones de diagnóstico, los ejemplos adecuados incluyen 14carbono, 
51cromo, 36cloro, 57cobalto, 58cobalto, cobre67, 152Eu, galio67, 3hidrógeno, yodo123, yodo125, yodo131, indio111, 59hierro, 
32fósforo, renio186, renio188, 75selenio, 35sulfuro, tecnecio99m e itrio90. Prefiriéndose con frecuencia el 125I para su uso 
en determinadas realizaciones y prefiriéndose también con frecuencia el tecnecio99m y el indio111 por su baja energía 15
e idoneidad para una detección de amplio alcance.

Una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo marcado con radioactividad para su uso en la presente invención 
puede producirse de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, grupos funcionales 
intermedios que a menudo se usan para unir iones metálicos radioisótopos con anticuerpos son el ácido 
dietilentriaminapentaacético (DTPA) y el ácido etilendiaminatetraacético (EDTA).20

Una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo también puede yodarse poniéndose en contacto con yoduro de 
sodio o de potasio y un agente oxidante químico tal como hipoclorito de sodio, o un agente oxidante enzimático, tal 
como lactoperoxidasa. Una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de acuerdo con la invención puede marcase 
con tecnecio99, mediante un proceso de intercambio de ligando, por ejemplo, reduciendo el pertecnato con solución 
estañosa, quelando el tecnecio reducido sobre una columna Sephadex y aplicando el anticuerpo a esta columna. 25
Las técnicas de marcaje directo también son adecuadas, por ejemplo, incubando pertecnato, un agente reductor tal 
como SNCl2, una solución tampón tal como solución ftalato de sodio-potasio y el anticuerpo.

En los aspectos de formación de imágenes de la invención puede usarse cualquiera de los tipos anteriores de 
ligandos de unión marcados de manera detectable, solo para la formación de imágenes o para formar una imagen 
de un sitio enfermo o tumor antes del tratamiento. En cualquier modo, los métodos comprenden generalmente 30
administrar a un animal o a un paciente una cantidad diagnósticamente eficaz de una construcción, receptorcuerpo o 
betacuerpo que está conjugada con un marcador que puede detectarse mediante métodos no invasivos. La unión 
del conjugado ligando-marcador se permite durante un tiempo suficiente para localizar y unirse a células que 
expresen PS o fosfolípidos aniónicos en el sitio enfermo, tal como el tumor o el sistema vascular tumoral. Después, 
el paciente se expone a un dispositivo de detección para identificar el marcador detectable, formando de este modo 35
una imagen del sitio enfermo o tumor.

Los isótopos de resonancia de espín magnético nuclear, tal como gadolinio, se detectan usando un dispositivo de 
formación de imágenes magnéticas nucleares; y las sustancias radioactivas, tales como tecnecio99m o indio111 se 
detectan usando una cámara o un detector de centelleo de rayos gamma. La Patente de Estados Unidos nº
5.627.036, proporciona una orientación adicional con respecto a la introducción inocua y eficaz de construcciones 40
marcadas de manera detectable, en la sangre de un individuo y medios para determinar la distribución del agente 
marcado de manera detectable extracorporalmente, por ejemplo, usando una cámara de centelleo de rayos gamma 
o mediante una medición de resonancia magnética.

Para las realizaciones de formación de imágenes, las dosificaciones son generalmente menores que para la terapia, 
pero también dependen de la edad y del peso del paciente. Se considera que es útil una sola dosis de entre 45
aproximadamente 0,1, 0,05 o aproximadamente 1 mg y de aproximadamente 9 o 10 mg y más preferentemente, de 
entre aproximadamente 1 mg y aproximadamente 5-10 mg de anticuerpo o conjugado ligando de unión por paciente.

K3. Marcador indirecto para la terapia del cáncer

Respecto al diagnóstico y a la formación de imágenes in vivo, la presente divulgación también proporciona 
composiciones y métodos para su uso como un marcador indirecto para la terapia del cáncer. Dichas realizaciones 50
se refieren al uso de una construcción receptorcuerpo o betacuerpo de la divulgación ligado a un agente detectable 
in vivo.

Muchas terapias contra el cáncer en uso actual inducen la apoptosis y necrosis. Los fosfolípidos aniónicos, 
particularmente la PS, son marcadores de células preapoptóticas y apoptóticas. Por lo tanto, puede usarse la 
formación de imágenes con una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo adecuados para identificar células 55
preapoptóticas y apoptóticas y por tanto proporcionar información con respecto al progreso de la terapia. Esto es lo 
que significa “marcador indirecto para la terapia del cáncer”, como se usa en el presente documento.

E06719706
17-03-2016ES 2 565 543 T3

 



60

El uso de una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención proporciona ventajas particulares como un 
marcador indirecto para la terapia del cáncer. Por ejemplo, la capacidad de identificar células preapoptóticas es una 
ventaja particular. La especificidad también proporcionará datos de formación de imágenes más significativos para el 
médico. Además, el perfil de seguridad es impresionante y proporciona ventajas sobre la anexina, por ejemplo, ya 
que la anexina tiene el inconveniente de que se asocia con coagulación.5

Por consiguiente, cualquiera de los métodos de diagnóstico y de formación de imágenes in vivo descritos 
anteriormente puede adaptarse para su uso pronóstico como un marcador indirecto para la terapia del cáncer 
simplemente mediante el uso en un paciente que se somete a terapia del cáncer.

L. Tratamiento del tumor

Importantes aspectos de la presente invención se refieren al tratamiento de neoplasias malignas, tumores y tumores 10
vascularizados. Esto incluye tumores en los que la angiogénesis es más o menos importante y los tumores tienen 
vasos sanguíneos protrombóticos. En la invención se incluye el tratamiento de tumores benignos, tales como 
neuroma acústico, neurofibroma, tracoma, granulomas criogénicos e hiperplasia prostática benigna (BPH). También 
se incluye el tratamiento de tumores en sangre, tales como leucemias y diversas enfermedades neoplásicas agudas 
o crónicas de la médula ósea.15

La presente invención es ampliamente aplicable al tratamiento de cualquier tumor maligno, tanto si tiene un 
componente vascular como si no lo tiene. Los tumores para el tratamiento incluyen tumores sólidos, particularmente 
carcinomas, que requieren un componente vascular para el suministro de oxígeno y nutrientes. Los tumores sólidos 
ejemplares que pueden tratarse usando la invención incluyen, pero sin limitación, carcinomas del pulmón, mama, 
ovario, estómago, páncreas, laringe, esófago, testículos, hígado, parótida, tracto biliar, colon, recto, cuello uterino, 20
útero, endometrio, riñón, vejiga, próstata, tiroides, carcinomas de células escamosas, adenocarcinomas, carcinomas 
microcíticos, melanomas, gliomas, glioblastomas, neuroblastomas y similares.

La presente invención se contempla para su uso en el tratamiento de cualquier paciente que presente un tumor 
sólido. En general, la invención puede usarse para tratar tumores de todos los tamaños, incluyendo aquellos de
aproximadamente 0,3-0,5 cm y más grandes, tumores de un tamaño mayor de 0,5 cm y pacientes que presentan 25
tumores de entre aproximadamente 1,0 y aproximadamente 2,0 cm de tamaño, aunque también pueden tratarse
tumores de hasta mayor tamaño encontrados en seres humanos.

Aunque la intención de la presente invención no es ser generalmente un tratamiento preventivo o profiláctico, su uso 
no está por supuesto limitado al tratamiento de pacientes que solo tienen tumores de tamaño moderado o más 
grandes. Hay muchas razones detrás de estos aspectos de la invención. Por ejemplo, un paciente que presenta un 30
tumor primario de tamaño moderado o superior también puede tener diversos otros tumores metastásicos que se 
considera que son de menor tamaño o incluso están en estadíos más precoces de siembra tumoral metastásica. 
Dado que una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención se administra generalmente en la 
circulación sistémica de un paciente, tendrán naturalmente efectos sobre los tumores secundarios, más pequeños y 
metastásicos, aunque esta puede no ser la intención inicial del tratamiento. Además, incluso en situaciones en las 35
que la masa tumoral como un todo es un solo tumor pequeño, determinados efectos antitumorales beneficiosos 
resultarán con el uso de los presentes tratamientos.

La orientación proporcionada en el presente documento con respecto a los pacientes adecuados para su uso en 
relación con la presente invención pretende enseñar que determinados perfiles de pacientes pueden ayudar a 
seleccionar pacientes para el tratamiento con la presente invención. La preselección de determinados pacientes, o 40
categorías de pacientes, no niega en ningún modo la utilidad básica de la presente invención en relación con el 
tratamiento de todos los pacientes que tienen cáncer. Una consideración adicional es el hecho de que el ataque 
sobre el tumor proporcionado por la terapia con anticuerpos de la invención puede predisponer al tumor a un 
tratamiento terapéutico adicional, de tal manera que el tratamiento posterior produzca en un efecto sinérgico global o 
incluso conduzca a una remisión o cura total.45

Se piensa que no debe excluirse ningún tipo de tumor particular usando la presente invención. Sin embargo, el tipo 
de células tumorales puede ser relevante para el uso de la invención en combinación con agentes terapéuticos 
terciarios, particularmente agentes quimioterapéuticos e inmunotoxinas contra células tumorales. Dado que la 
presente invención incluye en sus modos de acción el direccionamiento y la destrucción del sistema vascular 
tumoral, y que la vasculatura es sustancialmente o totalmente igual en todos los tumores sólidos, se entenderá que 50
la presente metodología sea en su totalidad ampliamente aplicable al tratamiento de todos los tumores sólidos, 
independientemente del fenotipo o genotipo particular de las propias células tumorales. Los datos presentados en el 
presente documento son convincentes ya que muestran resultados sorprendentes en una amplia serie de diferentes 
modelos tumorales.

Las dosis terapéuticamente eficaces pueden determinarse fácilmente usando datos de un modelo animal, como se 55
muestra en los estudios detallados del presente documento, y de datos clínicos usando una serie de agentes 
terapéuticos. Los animales experimentales portadores de tumor sólido se usan frecuentemente para optimizar dosis 
terapéuticas apropiadas antes de traducirse a un entorno clínico. Se sabe que dichos modelos son muy fiables en la 
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predicción de estrategias eficaces contra el cáncer. Por ejemplo, ratones portadores de tumores sólidos, tales como 
los de los Ejemplos, se usan ampliamente en ensayo preclínico. Los autores de la presente invención han usado 
dicho modelo de ratón previamente aceptado para determinar intervalos de trabajo de agentes terapéuticos que 
proporcionen efectos antitumorales beneficiosos con una mínima toxicidad.

En términos de terapia tumoral, teniendo en cuenta los beneficios de seguridad acompañantes asociados con la 5
invención en su conjunto, se puede hacer referencia a la bibliografía científica y de patentes basándose en el éxito 
de uso de otras terapias antivasculares. Como ejemplo, pueden aplicarse las Patentes de Estados Unidos nº
5.855.866; 5.877.289; 5.965.132; 6.051.230; 6.004.555; 5.776.427; 6.004.554; 6.036.955; y 6.093.399 con el fin de 
describir adicionalmente el uso de dichos agentes para los de la presente invención. Las Patentes de Estados 
Unidos nº 6.312.694, 6.783.760, 6.818.231 y 6.406.693 para una orientación sobre la dosificación y tratamiento 10
usando anticuerpos conjugados con PS e inmunoconjugados relacionados. 

Como se sabe en la técnica, hay objetivos realistas que pueden usarse como una directriz junto con el ensayo 
preclínico antes de proceder al tratamiento clínico. Sin embargo, debido a la seguridad ya demostrada en modelos 
aceptados, el ensayo preclínico de la presente invención será más una cuestión de optimización, en lugar de 
confirmar la eficacia. Por tanto, el ensayo preclínico puede emplearse para seleccionar los agentes, dosis o 15
combinaciones más ventajosos.

Cualquier dosis, método combinado o medicamento que de cómo resultado un efecto antitumoral detectable de 
forma coherente, incluyendo regresión vascular tumoral detectable, trombosis y/o destrucción y necrosis tumoral, se 
definirá como útil en la invención. Los efectos regresivos, trombóticos, destructores y necróticos deben observarse 
preferentemente entre aproximadamente 10 % y aproximadamente 40-50 % de los vasos sanguíneos tumorales y 20
tejidos tumorales, observándose un aumento de hasta entre aproximadamente 50 % y aproximadamente 99 % de 
dichos efectos. La presente invención también puede ser eficaz contra vasos aguas abajo del tumor, es decir, 
dirigirse a al menos un subconjunto de los vasos de drenaje, particularmente como citocinas liberadas del tumor que 
actuarán en los vasos, cambiando su perfil antigénico. 

También se entenderá que incluso en circunstancias tales en las que los efectos antitumorales de la terapia estén 25
hacia el extremo inferior de este intervalo, puede ser que esta terapia sea igualmente o incluso más eficaz que las 
otras terapias conocidas en el contexto del tumor particular. Desgraciadamente es obvio para un médico que 
determinados tumores no puedan tratarse eficazmente en un plazo de tiempo intermedio o prolongado, pero no se 
niega la utilidad de la presente terapia, particularmente cuando es al menos casi tan eficaz como otras estrategias 
generalmente propuestas.30

En el diseño de dosis apropiadas de una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo para el tratamiento de tumores 
vascularizados, se puede extrapolar fácilmente a partir de estudios animales descritos en el presente documento 
para llegar a dosis apropiadas para la administración clínica. Para conseguir esta conversión, se podría representar 
la masa de los agentes administrados por unidad de masa del animal experimental y, preferentemente, representar 
las diferencias en el área superficial corporal entre área experimental y el paciente humano. Todos estos cálculos 35
son bien conocidos y habituales para los expertos en la materia.

Por ejemplo, tomando las dosis satisfactorias de los agentes terapéuticos usados en los estudios con ratones y 
aplicando cálculos estándar basados en masa y área superficial, dosis eficaces de agentes para su uso en pacientes 
humanos estarían entre aproximadamente 1 mg y aproximadamente 500 mg de anticuerpo por paciente, y 
preferentemente, entre aproximadamente 10 mg y aproximadamente 100 mg de anticuerpo por paciente.40

Por consiguiente, usando esta información, los autores de la invención contemplan que dosis bajas útiles para 
administración en seres humanos serán de aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 o 
aproximadamente 30 mg o así por paciente; y dosis altas útiles para administración en seres humanos serán de 
aproximadamente 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475 o aproximadamente 500 mg más o menos por 
paciente. Se contemplan dosis intermedias útiles para administración en seres humanos de aproximadamente 35, 45
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 125, 150, 175, 200 o aproximadamente 225 mg más o menos por paciente. En general, 
se preferirán intervalos de dosificación de entre aproximadamente 5-100 mg, aproximadamente 10-80 mg, 
aproximadamente 20-70 mg, aproximadamente 25-60 mg o aproximadamente 30-50 mg por paciente. Sin embargo, 
se contempla cualquier intervalo particular que use cualquiera de las dosis ejemplares indicadas anteriormente o 
cualquier valor intermedio entre los intervalos indicados particulares.50

A pesar de los intervalos indicados, se entenderá que, dados los parámetros y la orientación detallada presentada en 
el presente documento, en la presente invención se incluirán variaciones adicionales en los intervalos activos u
óptimos. Por tanto, se entenderá que pueden ser más apropiadas dosis más bajas en combinación con 
determinados agentes y que pueden tolerarse dosis incluso más altas, en particular, dada la mayor seguridad de las 
presentes construcciones. El uso de construcciones humanas y de efectores humanos hace que la presente 55
invención sea incluso más segura para su uso clínico, reduciendo adicionalmente la probabilidad de toxicidad 
significativa o de efectos secundarios en tejidos sanos.

La intención de los regímenes terapéuticos de la presente invención es generalmente producir efectos antitumorales 
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significativos manteniendo al mismo tiempo que se mantiene la dosis por debajo de los niveles asociados con 
toxicidad inaceptable. Además de variar la propia dosis, el régimen de administración también puede adaptarse para 
optimizar la estrategia de tratamiento. Una estrategia de tratamiento actualmente preferida es administrar entre 
aproximadamente 1-500 mg, y preferentemente, entre aproximadamente 10-100 mg del anticuerpo, o coctel 
terapéutico que lo contenga, aproximadamente 3 veces en un periodo de tiempo de aproximadamente 7 días. Por 5
ejemplo, se proporcionarían dosis aproximadamente el día 1, día 3 o 4 y día 6 o 7. 

En la administración de las propias dosis particulares, se preferirá proporcionar al paciente, por vía sistémica, una 
composición farmacéuticamente aceptable (de acuerdo con los estándares de esterilidad, pirogenicidad, pureza y 
seguridad general de la FDA). Generalmente, se prefiere la inyección intravenosa y el método más preferido es 
emplear una infusión continua durante un periodo de tiempo de aproximadamente 1 o 2 horas más o menos. Aunque 10
no se requiera determinar dichos parámetros antes del tratamiento usando la presente invención, debe observarse 
que los estudios detallados en el presente documento dan como resultado al menos algún tipo de trombosis que se 
observa específicamente en los vasos sanguíneos de un tumor sólido al cabo de aproximadamente 12-24 horas de 
inyección y que las propias células tumorales comienzan a morir al cabo de aproximadamente 24 a 72 horas. La 
necrosis tumoral propagada se observa generalmente en las siguientes aproximadamente 48-96 horas, hasta e 15
incluyendo, más de 60 % de la necrosis observada.

Naturalmente, antes del uso generalizado, deben realizarse ensayos clínicos. Los diversos elementos de realización 
de un ensayo clínico, incluyendo el tratamiento y la monitorización del paciente, serán conocidos por los expertos en 
la técnica a la luz de la presente divulgación. La siguiente información se presenta como una orientación general 
para su uso en el establecimiento de dichos ensayos.20

Los pacientes que se seleccionan para los estudios del primer tratamiento no habrán respondido a al menos un ciclo 
de terapia convencional y tendrán una enfermedad objetivamente medible determinada mediante un examen físico, 
técnicas de laboratorio y/o procedimientos radiográficos. Debe suspenderse cualquier tipo de quimioterapia al menos 
2 semanas antes de participar en el estudio. Cuando se emplean anticuerpos monoclonales, o partes de 
anticuerpos, murinos, los pacientes no deben presentar un historial de alergia a la inmunoglobulina de ratón.25

El uso de un catéter venoso central permanente con un puerto de lumen triple, ofrece diversas ventajas. Los agentes 
terapéuticos deben filtrarse, por ejemplo, usando un filtro de 0,22 μ, y diluirse apropiadamente, tal como con solución 
salina, a un volumen final de 100 ml. Antes del uso, la muestra de ensayo también debe filtrarse de manera similar, y 
su concentración debe analizarse antes y después de la filtración determinando la A280. La recuperación esperada 
debe de estar en el intervalo del 87 % al 99 %, y después representarse los ajustes con respecto a la pérdida de 30
proteínas.

Las construcciones pueden administrarse durante un periodo de tiempo aproximadamente 4 a 24 horas, recibiendo 
cada paciente de 2 a 4 infusiones a intervalos de 2 a 7 días. La administración también puede realizarse mediante 
una tasa de infusión continua durante un periodo de 7 días. La infusión dada a cualquier nivel de dosis debe 
depender de cualquier tipo de toxicidad observado. Por ejemplo, si se alcanza un grado de toxicidad II después de 35
cualquier infusión simple, o durante un periodo de tiempo particular para una tasa de infusión continua, las dosis 
posteriores deben descartarse o detenerse la tasa de infusión continua salvo que mejore la toxicidad. Deben 
administrarse dosis en aumento a grupos de pacientes hasta aproximadamente 60 % de pacientes que muestran un 
Grado III o IV de toxicidad no aceptable en cualquier categoría. Las dosis que tienen 2/3 de este valor se definen 
como las dosis seguras.40

Por supuesto, antes del tratamiento debe realizarse una exploración física, mediciones del tumor y ensayos de 
laboratorio, y a intervalos de hasta 1 mes después. Los ensayos de laboratorio deben incluir recuentos de sangre 
entera, creatinina en suero, creatinina quinasa, electrolitos, urea, nitrógeno, SGOT, bilirrubina, albúmina y proteína 
sérica total. Las muestras de suero tomadas 60 días después del tratamiento deben evaluarse por 
radioinmunoensayo para detectar la presencia de la construcción administrada, y de los anticuerpos contra cualquier 45
parte de la misma. Los análisis inmunológicos de los sueros, usando cualquier ensayo convencional, tal como, por 
ejemplo, un ELISA o RIA, permitirán evaluar las propiedades farmacocinéticas y eliminación de los agentes 
terapéuticos.

Para evaluar las respuestas antitumorales, los pacientes deben examinarse a parir de 48 horas a 1 semana y de 
nuevo 30 días después de la última infusión. Cuando existe una enfermedad palpable, deben medirse dos diámetros 50
perpendiculares de todas las masas diariamente durante el tratamiento, al cabo de 1 semana después de finalizar la 
terapia y a los 30 días. Para medir una enfermedad no palpable, deben realizarse escáneres CT en serie a intervalos 
de 1 cm a lo largo del tórax, abdomen y pelvis al cabo de 48 horas a 1 semana y de nuevo a los 30 días. Las 
muestras de tejidos también deben evaluarse histológicamente y/o por citometría de flujo usando biopsias de los 
sitios enfermos o incluso sangre o muestras de fluidos si fuera apropiado.55

Las respuestas clínicas pueden definirse con mediciones aceptables. Por ejemplo, una respuesta completa puede 
definirse por la desaparición de todo el tumor medible 1 mes después del tratamiento. Mientras que una respuesta 
parcial puede definirse mediante una reducción del 50 % o mayor de la suma de los productos de diámetros 
perpendiculares de todos los nódulos tumorales evaluables 1 mes después del tratamiento, sin sitios tumorales que 

ES 2 565 543 T3

 



63

muestren dilatación. De manera similar, una respuesta mixta puede definirse mediante una reducción del producto 
de diámetros perpendiculares de todas las lesiones medibles al 50 % o mayor 1 mes después del tratamiento, con 
progresión en uno o más sitios.

A la luz de los resultados de los ensayos clínicos, tales como los descritos anteriormente, puede formularse un 
régimen de tratamiento incluso más preciso. Aun así, puede ser necesario efectuar alguna variación en la 5
dosificación posteriormente dependiendo de la afección del sujeto que vaya a tratarse. El médico responsable de la 
administración podrá, a la luz de la presente divulgación, determinar la dosis apropiada para el sujeto individual. 
Dicha optimización y ajuste se realiza de habitualmente en la técnica y de ninguna manera refleja una cantidad de 
experimentación indebida.

M. Terapias de combinación tumorales10

Los métodos de tratamiento de la presente invención pueden combinarse con cualquier otro método generalmente 
empleado en el tratamiento del tumor, enfermedad o trastorno particular que presente el paciente. Siempre que se 
sepa que una estrategia terapéutica particular no es perjudicial para el propio estado del paciente y no interaccione 
significativamente con el tratamiento de la invención, se contempla su combinación con la presente invención.

También se contempla la terapia de combinación para enfermedades no neoplásicas. Un ejemplo particular de este 15
tipo es la hiperplasia prostática benigna (BPH), que puede tratarse en combinación con otros tratamientos 
actualmente practicados en la técnica. Por ejemplo, el direccionamiento de inmunotoxinas a marcadores localizados 
dentro de BPH, tal como PSA.

En relación con el tratamiento de tumores sólidos, la presente invención puede usarse en combinación con 
estrategias clásicas, tales como cirugía, quimioterapia, radioterapia, terapia con citocinas, antiangiogénesis y similar. 20
Por lo tanto la invención proporciona terapias combinadas en las que una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo 
se usa simultáneamente con cirugía o radioterapia, o antes, o después de cirugía o radioterapia; o se administra a 
los pacientes, antes o después, agentes convencionales quimioterapéuticos o radioterapéuticos, citocinas, agentes 
antiangiogénicos, agentes inductores de apoptosis, inmunotoxinas dirigidas o coaguligandos o similares.
Anteriormente se han descrito muchos ejemplos de agentes quimioterapéuticos adecuados en relación con los 25
aspectos de los conjugados de la presente invención. Cualquiera de los agentes inicialmente descritos para su uso 
como una parte de un conjugado terapéutico también puede usarse individualmente, en las terapias de combinación 
de la presente invención.

En términos de cirugía, puede realizarse cualquier intervención quirúrgica en combinación con la presente invención. 
En relación con radioterapia, se contempla cualquier mecanismo para inducir daños en el ADN localmente dentro de 30
las células tumorales, tales como radiación γ, rayos X, radiación UV, microondas e incluso emisiones electrónicas y 
similares. También se contempla la liberación directa de radioisótopos de células tumorales y esto puede usarse 
junto con un anticuerpo de direccionamiento u otros medios de direccionamiento.

El uso general de combinaciones de sustancias en el tratamiento del cáncer es muy conocido. Por ejemplo, la 
Patente de Estados Unidos nº 5.710.134 desvela componentes que inducen necrosis en tumores en combinación 35
con sustancias o “profármacos” no tóxicos. Las enzimas que se liberan por procesos necróticos escinden el 
“profármaco” no tóxico en el “fármaco” tóxico, lo que conduce a la muerte de las células tumorales. Además, la 
patente de Estados Unidos nº 5.747.469 desvela el uso combinado de vectores víricos que codifican p53 y agentes 
que dañan el ADN. Cualquiera de dichas estrategias similares puede usarse con la presente invención.

Cuando uno o más agentes se usan en combinación con una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la 40
presente invención, no es necesario que los resultados combinados sean aditivos a los de los efectos observados 
cuando cada tratamiento se realiza por separado. Aunque generalmente como mínimo son deseables los efectos 
aditivos, cualquier efecto antitumoral aumentado por encima de una de más terapias sencillas debe ser beneficioso. 
Además, no es necesario en particular que el tratamiento combinado presente efectos sinérgicos, aunque por 
supuesto esto es posible y ventajoso.45

M1. Selección de segundos agentes anticancerosos 

El “agente terapéutico primario” de la presente invención, como se usa en el presente documento, es una 
construcción, receptorcuerpo o betacuerpo o conjugado de los mismos. Los “agentes terapéuticos secundarios”, tal y 
como se usa en el presente documento, son agentes terapéuticos secundarios o agentes anticancerosos distintos, 
es decir, agentes terapéuticos o agentes anticancerosos, “distintos” del agente terapéutico primario. En las terapias 50
de combinación de la presente invención puede usarse cualquier agente terapéutico secundario. Además, pueden 
seleccionarse agentes terapéuticos secundarios o “agentes anticancerosos secundarios” con vistas a conseguir 
efectos aditivos, más que aditivos y posiblemente sinérgicos, de acuerdo con la siguiente orientación.

Para la práctica de la terapia antitumoral combinada, simplemente se podría administrar a un animal o a un paciente 
una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la presente invención en combinación con otro, es decir, un 55
segundo agente anticanceroso, distinto, de una manera eficaz para dar como resultado sus acciones antitumorales 
combinadas en el animal o paciente. Por lo tanto los agentes deberían proporcionarse en cantidades eficaces y 
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durante periodos de tiempo eficaces para dar como resultado su presencia combinada dentro del tumor o sistema 
vascular tumoral y sus acciones combinadas en el entorno tumoral. Para conseguir este objetivo, los agentes 
terapéuticos primarios de la presente invención y los agentes anticancerosos secundarios, distintos pueden 
administrarse al animal sustancialmente de manera simultánea, bien en una sola composición, o como dos 
composiciones distintas usando diferentes vías de administración.5

Como alternativa, una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la presente invención puede preceder al, o ir
después del, segundo agente anticanceroso, distinto, por ejemplo, a intervalos que varían de minutos a semanas. En 
determinadas realizaciones, cuando los agentes terapéuticos primarios de la presente invención y los agentes 
anticancerosos secundarios, distintos, se aplican por separado al animal, se podría garantizar que no prescriba un 
periodo de tiempo significativo entre el tiempo de cada administración, de tal manera que cada agente pueda aun 10
ejercer un efecto ventajosamente combinado en el tumor. En dichos casos, se contempla que el tumor se pueda
poner en contacto con ambos agentes en un tiempo de aproximadamente 5 minutos a aproximadamente una 
semana entre si y, más preferentemente, al cabo de aproximadamente 12-72 horas entre sí, prefiriéndose más un 
tiempo de retardo de solo aproximadamente 12-48 horas.

En función de determinados criterios, incluyendo los indicados más adelante, pueden seleccionarse agentes 15
terapéuticos secundarios para terapias de combinación separadas en el tiempo. Sin embargo, una preferencia para
seleccionar uno o más agentes anticancerosos secundarios, distintos, para una administración previa o posterior, no 
excluye su uso en una administración sustancialmente simultánea si se desea. 

Los agentes anticancerosos secundarios, distintos para administración “antes de” los agentes terapéuticos primarios 
de la presente invención, y diseñados para conseguir efectos aumentados y posiblemente sinérgicos, incluyen 20
agentes que inducen la expresión de aminofosfolípidos o fosfolípidos aniónicos dentro del sistema vascular tumoral. 
Por ejemplo, agentes que estimulan la producción de calcio localizada, activan transportadores de membrana que 
desplazan la PS y otros fosfolípidos a la superficie externa de la membrana plasmática, producen daños en el 
endotelio tumoral, causan cambios preapoptóticos y/o inducen la apoptosis en el endotelio tumoral generalmente 
darán como resultado una expresión aumentada de aminofosfolípidos y fosfolípidos aniónicos. Los ejemplos de 25
dichos agentes son docetaxel y paclitaxel. Los aminofosfolípidos y fosfolípidos aniónicos pueden después actuar 
como dianas usando una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, amplificando de este modo el 
efecto terapéutico global, y también proporcionando un ataque aumentado mediante efectores de los hospedadores 
(complemento, ADCC, fagocitosis mediada por anticuerpo, CDC).

Los fármacos que tienen selectividad angiogénica, remodelando o activando células endoteliales, tales como las30
presentes en vasos sanguíneos tumorales, pero no en vasos sanguíneos normales, en reposo, también pueden 
usarse para causar selectivamente la exposición de PS y otros fosfolípidos sobre la superficie de las células 
endoteliales tumorales. Las combrestatinas y el docetaxel son ejemplos de dichos agentes. Esto conduciría de 
nuevo a aumentar la unión del anticuerpo y a potenciar el inicio de mecanismos efectores del hospedador.

En segundo lugar, distintos agentes anticancerosos seleccionados para su administración “posterior a” los agentes 35
terapéuticos primarios de la presente invención y diseñados para conseguir efectos aumentados y potencialmente 
sinérgicos, incluyen agentes que se benefician de los efectos de los agentes terapéuticos primarios. La construcción, 
receptorcuerpo o betacuerpo de la presente invención causará la destrucción tumoral. Por consiguiente, los agentes 
anticancerosos distintos efectivos secundarios para su administración posterior incluyen agentes antiangiogénicos 
que inhiben la metástasis; agentes que se dirigen a células tumorales necróticas, tales como anticuerpos específicos 40
para antígenos intracelulares que se hacen accesibles en células malignas in vivo (Patentes de Estados Unidos nº
5.019.368, 4.861.581 y 5.882.626); y agentes quimioterapéuticos e inmunoconjugados de celulares antitumorales, 
que atacan cualquiera de las células tumorales que pueden sobrevivir en la periferia.

En algunas situaciones, puede ser deseable ampliar el periodo de tiempo para el tratamiento significativamente, en 
el que pasan varios (2, 3, 4, 5, 6 o 7), varias semanas (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 o 8) o incluso varios meses (1, 2, 3, 4, 5, 6, 745
o 8) entre las administraciones respectivas. Esto sería beneficioso en circunstancias en las que un tratamiento está 
destinado a destruir sustancialmente el tumor, tal como el agente terapéutico primario de la presente invención y otro 
tratamiento está destinado a impedir las micrometástasis o el recrecimiento tumoral, tal como la administración de un 
agente antiangiogénico. Los agentes antiangiogénicos deben administrarse en un tiempo cuidadoso después de la 
cirugía, sin embargo, para permitir la curación eficaz de las heridas. Los agentes antiangiogénicos pueden después 50
administrarse durante toda la vida del paciente.

También se contempla que pueda utilizarse más de una administración del agente terapéutico primario o del 
segundo agente anticanceroso distinto. El agente terapéutico primario o el segundo agente anticanceroso distinto 
pueden administrarse de manera intercambiable, en días o semanas alternos; o puede darse una secuencia de 
tratamiento de un agente, seguido de una secuencia de otro tratamiento. En cualquier caso, para lograr la regresión 55
tumoral usando una terapia combinada, todo lo que se necesita es administrar ambos agentes en una cantidad 
eficaz combinada para ejercer un efecto antitumoral, independientemente de los instantes de la administración.

Ya se administre de manera sustancialmente simultánea o secuencial, la construcción, receptorcuerpo o betacuerpo 
y los agentes terapéuticos de la presente invención, pueden administrarse en combinación con uno o más agentes o 

ES 2 565 543 T3

 



65

fármacos quimioterapéuticos. Los fármacos quimioterapéuticos pueden destruir células tumorales proliferativas, 
potenciar las áreas necróticas creadas por el tratamiento global. 

Por tanto los fármacos pueden potenciar la acción trombótica de los agentes terapéuticos primarios de la invención.

La mayoría de los fármacos quimioterapéuticos contra el cáncer son selectivos para las células en división, 
oxigenadas. Estos tienen ventajas en la terapia combinada ya que el fármaco quimioterapéutico actúa sobre 5
diferentes dianas a las de los agentes terapéuticos primarios de la invención, lo que da lugar a un efecto antivascular 
o antitumoral más completo. Por ejemplo, los fármacos quimioterapéuticos son activos de manera selectiva contra 
células tumorales oxigenadas que se dividen rápidamente en la periferia del tumor, mientras que los agentes de la 
invención actúan principalmente en vasos o células tumorales en el núcleo del tumor “estresado”, en el que abundan 
las especies de oxígeno reactivas activadoras. Los fármacos antiangiogénicos son selectivos para vasos 10
angiogénicos bien oxigenados en la periferia del tumor también serían eficaces en combinación, ya que los agentes 
de la invención actúan en los vasos quiescentes relativamente hipóxicos en el núcleo del tumor.

Al inducir la formación de trombos en los vasos tumorales, los agentes terapéuticos primarios de la presente 
invención también pueden potenciar la acción de los fármacos quimioterapéuticos reteniendo o atrapando los 
fármacos dentro del tumor. Los agentes quimioterapéuticos por tanto quedan retenidos dentro del tumor, mientras 15
que el resto del fármaco se elimina del organismo. Por lo tanto, las células tumorales se exponen a una mayor 
concentración de fármaco durante un periodo de tiempo más prolongado. Este atrapamiento de fármaco dentro del 
tumor hace posible reducir la dosis del fármaco, haciendo que el tratamiento sea más seguro así como más eficaz.

Los fármacos adicionales para su uso combinado en la presente invención son aquellos que actúan sobre células 
que se “sensibilizan” contra el fármaco mediante la acción del agente terapéutico primario, de tal manera que se 20
necesitan dosis reducidas del segundo fármaco para conseguir este efecto antitumoral. Por ejemplo, esto podría 
suceder cuando se ejerce un componente principal de la acción del fármaco secundario sobre los vasos tumorales y 
los agentes de la invención sensibilizan a las células frente al fármaco. Esto mismo es verdadero cuando el agente 
terapéutico primario de la invención sensibiliza a las células tumorales contra a un segundo fármaco, bien 
directamente o mediante la estimulación de la liberación de citocinas.25

Otros agentes contra el cáncer secundarios adecuados para la terapia de combinación son aquellos que potencian 
adicionalmente la actividad de las células efectoras hospedadoras, por ejemplo, inhibiendo selectivamente la 
actividad de los componentes inmunosupresores del sistema inmunitario. Dichos agentes permiten que los agentes 
terapéuticos primarios de la invención, que estimulan el ataque por células efectoras como parte de su mecanismo, 
actúen de manera más agresiva. Un ejemplo de dicho agente es docetaxel.30

Aunque no es necesario un entendimiento del mecanismo, o mecanismos, de acción exactos de los agentes 
terapéuticos primarios para llevar a la práctica el tratamiento de la invención, los datos y deducciones razonadas 
concernientes a dichos mecanismos pueden usarse para seleccionar agentes anticancerosos secundarios para su 
uso combinado en la presente invención. La eficacia de la terapia de combinación seleccionada, a su vez, confirma 
los datos originales y los mecanismos de acción propuestos, y también conduce a categorías preferidas de 35
segundos agentes contra el cáncer para la práctica de la terapia de combinación.

Se prefieren fármacos que inducen apoptosis para su uso en las terapias de combinación. El docetaxel, por ejemplo, 
induce la apoptosis y por lo tanto la exposición de PS uniéndose a microtúbulos y alterando la mitosis celular 
(Hotchkiss et al., 2002). En el presente documento se demuestra que el tratamiento de células endoteliales, que 
recubren los vasos sanguíneos tumorales y de las células tumorales con docetaxel a concentración subclínicas 40
induce la expresión de PS en la superficie celular, demostrado por una fuerte unión del anticuerpo 3G4 in vitro.

Los autores de la presente invención también han determinado que los efectos antitumorales de la invención 
incluyen el aumento mediado por el domino Fc de las funciones inmunoefectoras, como se muestra mediante el 
aumento de la fagocitosis mediada por anticuerpos. Por lo tanto, se producirán otras funciones mediadas por el 
dominio Fc, tales como ADCC, CDC, estimulación de la producción de citocinas, y dichos mecanismos en 45
combinación. Esto también es relevante para el docetaxel, ya que otros estudios han demostrado que el tratamiento 
de los pacientes con cáncer de mama con docetaxel da lugar a aumentos en suero de IFN-γ, IL-2, IL-6 y niveles de 
citocinas de GM-CSF, aumentando las respuestas inmunitarias antitumorales en estos pacientes potenciando la 
actividad de linfocitos citolíticos (NK natural killer) y linfocitos citolíticos activados por linfocinas (LAK) (Tsavaris et al, 
2002).50

Por lo tanto, los inventores llegaron a la conclusión de que docetaxel inducirá la expresión de PS y la unión de la 
construcción, receptorcuerpo o betacuerpo administrado y también potencia las actividades de los efectores 
inmunitarios que miden los efectos antitumorales. Basándose en las anteriores consideraciones, los inventores han 
demostrado que la combinación del anticuerpo 3G4 con docetaxel era significativamente superior a docetaxel o a 
3G4 solo en ratones portadores de xenoinjertos de cáncer de mama MDA-MB-435 humanos ortotópicos (Ejemplo 55
XX).

Por consiguiente, el docetaxel y otros agentes quimioterapéuticos que inducen la apoptosis son agentes preferidos 
para su uso en los tratamientos de combinación de la presente invención. Las combinaciones de una construcción, 

ES 2 565 543 T3

 



66

receptorcuerpo o betacuerpo con agentes quimioterapéuticos o fármacos que inducen la apoptosis, tales como 
docetaxel deben atacar sinérgicamente a las células endoteliales vasculares tumorales y a los compartimentos
celulares tumorales, dando lugar no solo a una eficacia del tratamiento potenciada, sino también a una menor 
toxicidad. Estas combinaciones se contemplan para su uso en el tratamiento del cáncer de mama, particularmente la 
combinación de quimioterapia metronómica usando docetaxel con un anticuerpo de la presente invención.5

M2. Endotoxina

Pueden usarse endotoxinas y derivados de endotoxinas destoxificados en el tratamiento de combinación, 
preferentemente a dosis bajas (Publicación PCT nº WO 03/028840). Se dispone de diversas endotoxinas 
destoxificadas, que se prefieren para su uso en animales y particularmente para su uso en seres humanos. Las 
endotoxinas destoxificadas y refinadas y sus combinaciones se describen en las Patentes de Estados Unidos nº10
4.866.034; 4.435.386; 4.505.899; 4.436.727; 4.436.728; 4.505.900.

El derivado no tóxico monofosforil lípido A (MPL) es un ejemplo de una endotoxina destoxificada que puede usarse 
en la presente invención. Se sabe que el MPL es inocuo para seres humanos; ensayos clínicos usando MPL como 
adyuvante han demostrado que 100 μg/m2 era inocuo para el uso en seres humanos, incluso en uso de tipo 
ambulatorio.15

M3. Citocinas

Se ha demostrado que la terapia con citocinas es un acompañamiento eficaz para los regímenes terapéuticos 
combinados. Pueden emplearse diversas citocinas en las estrategias combinadas de la presente invención. Los 
ejemplos de citocinas incluyen IL-1α, IL-1β, 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-β, GM-CSF, M-CSF, G-CSF, TNFα, TNFβ, LAF, TCGF, BCGF, TRF, BAF, BDG, MP, LIF, OSM, TMF, PDGF, 20
IFN-α, IFN-β, IFN-γ. Las citocinas se administran de acuerdo con regímenes convencionales, coherentes con 
indicaciones clínicas tales como la afección del paciente y la toxicidad relativa de la citocina. Las uteroglobinas 
también pueden usarse para prevenir o inhibir las metástasis (Patente de Estados Unidos nº 5.696.092).

M4. TNFα e inductores de TNFα

El TNFα y los inductores de TNFα también pueden usarse en combinación con la presente invención. El TNFα 25
aumenta la permeabilidad vascular y es por lo tanto útil para facilitar la penetración de agentes contra el cáncer en el 
tumor. Aunque la localización no representa un problema de modo alguno en el direccionamiento de PS y 
fosfolípidos aniónicos, como en la presente invención, el uso combinado de TNFα puede facilitar el acceso de otros 
agentes quimioterapéuticos e inmunoconjugados contra el tumor, incluso aumentar la unión de los anticuerpos de la 
invención a células tumorales bastante distantes.30

También pueden usarse niveles bajos de endotoxina, antagonistas de Rac1, tales como un adenovirus atenuado o 
modificado por ingeniería genética, DMXAA (y FAA), CM101 y talidomida. Los antagonistas de Rac1 pueden usarse 
en el tratamiento combinado de la presente invención, ya que aproximadamente 5000 partículas de ADN por célula 
causan la regulación positiva de TNF independiente de CD14 (Sanlioglu et al., 2001). También pueden usarse 
CM101, talidomida y DMXAA en combinación con la misma, a dosis estándar o reducida.35

M5. Agentes quimioterapéuticos

Independientemente del mecanismo (o mecanismos) subyacente, pueden usarse una variedad de agentes 
quimioterapéuticos en los métodos de tratamiento combinados desvelados en el presente documento. Los agentes 
quimioterapéuticos contemplados para el uso combinado incluyen, por ejemplo, tamoxifeno, taxol, vinblastina, 
etopósido (VP-16), adriamicina, 5-fluorouracilo (5FU), camptotecina, actinomicina-D, mitomicina C, 40
combretastatina(s), más particularmente docetaxel (taxotere), cisplatino (CDDP), ciclofosfamida, doxorrubicina, 
metotrexato, paclitaxel y vincristina y derivados y profármacos de los mismos.

Como entenderán los expertos habituales en la técnica, las dosis adecuadas de los agentes quimioterapéuticos 
incluyen aquellas ya empleadas en terapias clínicas en las que los agentes quimioterapéuticos se administran en 
solitario o en combinación con otros agentes quimioterapéuticos. Sin embargo, ahora son posibles dosis más bajas 45
debido a las ventajas proporcionadas por la presente invención. Solo a modo de ejemplo, pueden usarse agentes 
tales como cisplatino y otros alquilantes de ADN. El cisplatino se ha utilizado ampliamente para tratar el cáncer, con 
dosis eficaces usadas en aplicaciones clínicas de 20 mg/m2 durante 5 días cada tres semanas durante un total de 
tres ciclos. El cisplatino no se ha absorbe por vía oral y debe por lo tanto administrarse mediante inyección 
intravenosa, subcutánea, intratumoral o intraperitoneal.50

Los agentes útiles adicionales incluyen compuestos que interfieren con la replicación del ADN, la mitosis, la 
segregación cromosómica y/o la actividad de tubulina. Dichos compuestos quimioterapéuticos incluyen adriamicina, 
también conocidos como doxorrubicina, etopósido, verapamilo, podofilotoxina (o podofilotoxinas), combretastatina (o 
combrestatinas) y similares. Usados ampliamente en el entorno clínico para el tratamiento de neoplasmas, estos 
compuestos se administran a través de inyecciones en embolada por vía intravenosa a dosis que varían entre 25-75 55
mg/m2 a intervalos de 21 días para adriamicina, a 35-50 mg/m2 para etopósido por vía intravenosa o el doble de la 
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dosis intravenosa por vía oral.

También pueden usarse agentes que alteran la síntesis y fidelidad de precursores polinucleotídicos. Son 
particularmente útiles los agentes que se han sometido a ensayos exhaustivos y están fácilmente disponibles. Como 
tales, los agentes tales como 5-fluorouracilo (5-FU) se usan preferentemente por el tejido neoplásico, haciendo que 
este agente sea particularmente útil para el direccionamiento a células neoplásicas. Aunque es bastante tóxico, el 5-5
FU es aplicable en una amplia variedad de transportadores, incluyendo administración tópica, aunque se usa 
comúnmente la administración intravenosa con dosis que varían de 3 a 15 mg/kg/día.

Los agentes quimioterapéuticos ejemplares que son útiles junto con la terapia combinada se indican en la Tabla D. 
Cada uno de los agentes indicados en el presente documento son ejemplares y en modo alguno limitantes. El 
experto en la técnica se dirige a “Remington's Pharmaceutical Sciences” 15ª Edición, capítulo 33, en particular 10
páginas 624-652. Alguna variación en la dosificación será necesaria que se produzca dependiendo de la afección del 
sujeto a tratar. El médico responsable de la administración podrá determinar la dosis apropiada para el sujeto 
individual.

TABLA D

Agentes quimioterapéuticos útiles en enfermedad neoplásicas15

Clase Tipo de agente
Denominaciones comunes 

(otros nombres)
Enfermedad

Agentes Alquilantes

Mostazas de 
Nitrógeno

Mecloretamina (HN2) Enfermedad de Hodgkin, linfomas no 
Hodgkin

Ciclofosfamida 

Ifosfamida

Leucemias linfocíticas aguda y crónica, 
enfermedad de Hodgkin, linfomas no 
Hodgkin, mieloma múltiple, 
neuroblastoma, mama, ovario, pulmón, 
tumor de Wilms, cuello uterino, 
testículos, sarcomas de tejido blando 

Melfalán (L-sarcolisina) Mieloma múltiple, mama, ovario

Clorambucilo

Leucemia linfocítica crónica, 
macroglobulinemia primaria, 
enfermedad de Hodgkin, linfoma no 
Hodgkin 

Etileniminas y 
Metilmelaminas

Hexametilmelamina
Ovario

Tiotepa Vejiga, mama, ovario

Alquil Sulfonatos Busulfán Leucemia granulocítica crónica

Nitrosoureas

Carmustina (BCNU)

Enfermedad de Hodgkin, linfomas no 
Hodgkin, tumores cerebrales primarios, 
mieloma múltiple, melanoma maligno 

Lomustina (CCNU)

Enfermedad de Hodgkin, linfomas no 
Hodgkin, tumores cerebrales primarios, 
pulmón microcítico 

Semustina (metil-CCNU)
Tumores cerebrales primarios, 
estómago, colon

Estreptozocina 
(estreptozotocina)

Insulinoma pancreático maligno, 
carcinoide maligno

Triacinas
Dacarbazina (DTIC; 
dimetiltriazonoimidazolcarbo
xamida)

Melanoma maligno, enfermedad de 
Hodgkin, sarcomas de tejido blando

ES 2 565 543 T3

 



68

Clase Tipo de agente
Denominaciones comunes 

(otros nombres)
Enfermedad

Antimetabolitos

Análogos del 
Ácido Fólico

Metotrexato (ametopterina)

Leucemia linfocítica aguda, 
coriocarcinoma, micosis fungoide, 
mama, cabeza y cuello, pulmón, 
sarcoma osteogénico 

Análogos de 
Pirimidina

Fluouracilo (5-fluorouracilo; 

5-FU) 

Floxuridina 
(fluorodesoxiuridina; FUdR)

Mama, colon, estómago, páncreas, 
ovario, cabeza y cuello, vejiga urinaria, 
lesiones dérmicas premalignas (tópicas) 

Antimetabolitos, 
continúa

Citarabina (arabinósido de 
citoxina)

Leucemias granulocítica aguda y 
linfocítica aguda

Mercaptopurina (6-
mercaptopurina; 6-MP)

Leucemia linfocítica aguda, 
granulocítica aguda y leucemia 
granulocítica crónica

Análogos de 
Purina e 

Inhibidores 
Relacionados

Tioguanina (6-tioguanina; 
TG)

Leucemia granulocítica aguda linfocítica 
aguda y granulocítica aguda,

Pentostatina (2-
desoxicoformicina)

tricoleucemia, micosis fungoide, 
leucemia linfocítica crónica, 

Productos Naturales

Alcaloides de la 
Vinca

Vinblastina (VLB)
enfermedad de Hodgkin, linfomas no 
Hodgkin, mama, testículos

Vincristina

Leucemia linfocítica aguda, 
neuroblastoma, tumor de Wilms, 
rabdomiosarcoma, enfermedad de 
Hodgkin, linfomas no Hodgkin, pulmón 
microcítico

Epipodofilotoxinas

Etopósido 

Tertipósido

Testículos, pulmón microcítico y otros 
pulmón, mama, enfermedad de 
Hodgkin, linfomas no Hodgkin, leucemia 
granulocítica aguda, sarcoma de Kaposi

Antibióticos

Dactinomicina (actinomicina 
D)

Coriocarcinoma, tumor de Wilms, 
rabdomiosarcoma, testículos, sarcoma 
de Kaposi

Daunorrubicina 
(daunomicina; rubidomicina)

Leucemia granulocítica aguda y 
linfocítica aguda 

Doxorrubicina

Sarcoma de tejido blando osteogénico y 
otros sarcomas; enfermedad de 
Hodgkin, linfomas no Hodgkin, 
leucemias agudas, mama, 
genitourinario, tiroides, pulmón, 
estómago, neuroblastoma 

Bleomicina

Testículo, cabeza y cuello, piel, esófago, 
pulmón y tracto genitourinario; 
enfermedad de Hodgkin, linfomas no 
Hodgkin 
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Clase Tipo de agente
Denominaciones comunes 

(otros nombres)
Enfermedad

Antibióticos, 
continuados

Plicamicina (mitramicina) Testículos, hipercalcemia maligna

Productos Naturales, 
continuados

Mitomicina (mitomicina C)
Estómago, cuello uterino, colon, mama, 
páncreas, vejiga, cabeza y cuello

Enzimas L-Asparaginasa Leucemia linfocítica aguda

Modificadores de 
la Respuesta 

Biológica
Interferón alfa

Tricoleucemia, sarcoma de Kaposi, 
melanoma, carcinoide, células renales, 
ovario vejiga, linfomas no Hodgkin, 
micosis fungoides, mieloma múltiple, 
leucemia granulocítica crónica 

Mezclas de Agentes
Complejos de 

Coordinación de 
Platino

Cisplatino (cis-DBP)
Carboplatino

Testículos, ovario, vejiga, cabeza y 
cuello, pulmón, tiroides, cuello uterino, 
endometrio, neuroblastoma, sarcoma 
osteogénico 

Antracenodiona Mitoxantrona
Leucemia granulocítica aguda, mama

Urea Sustituida Hidroxiurea

Leucemia granulocítica crónica, 
policitemia vera, trombocitosis esencial, 
melanoma maligno 

Derivado de Metil 
Hidrazina

Procarbazina (N-
metilhidrazina, MIH)

Enfermedad de Hodgkin

Supresor 
Adrenocortical

Mitotano(o,p’-DDD) Corteza adrenal

Aminoglutetimida Mama

Hormonas y 
Antagonistas

Adrenocorticoeste
roides

Prednisona (diversas otras 
preparaciones equivalentes 
disponibles)

Leucemia linfocítica crónica y aguda, 
linfoma no Hodgkin, enfermedad de 
Hodgkin y mama

Progestinas

Caproato de 
Hidroxiprogesterona

Acetato de 
Medroxiprogesterona

Acetato de Megestrol

Endometrio, mama

Estrógenos
Dietilstilbestrol Etinil 
estradiol (otras 
preparaciones disponibles)

Mama, próstata

Antiestrógeno Tamoxifeno Mama

Andrógenos
Propionato de testoreona 
Fluoximesterona (otras 
preparaciones disponibles)

Mama

Antiandrógeno Flutamida Próstata

Análogo de la 
hormona 

liberadora de 
gonadotropina

Leuprolida Próstata

M6. Antiangiogénesis

El término “angiogénesis” se refiere a la generación de nuevos vasos sanguíneos, generalmente en un tejido u 
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órgano. En condiciones fisiológicas normales, los seres humanos o los animales sufren angiogénesis únicamente en 
situaciones específicas restringidas. Por ejemplo, la angiogénesis se observa normalmente en la curación de 
heridas, desarrollo fetal y embrionario y formación del corpus luteum, endometrio y placenta. Sin embargo, nuevas 
pruebas muestran que la angiogénesis es importante en determinadas situaciones normales, tales como en el tejido 
adrenal, próstata y ovarios. Los agentes terapéuticos de la presente invención, en los cuales la antiangiogénesis no 5
es el único modo de acción, tienen por lo tanto ventajas sobre las terapias antiangiogénicas destacadas, tales como 
el anticuerpo A4.6.1 (Brem, 1998; Baca et al, 1997; Presta et al, 1997), en tanto que la angiogénesis deseable o 
“fisiológica” no se inhibirá cuando se use en la presente invención.

La angiogénesis no controlada (persistente y/o no regulada) está relacionada con diversas patologías y se produce 
durante el desarrollo y la metástasis tumoral. Se cree que la angiogénesis tanto controlada como no controlada 10
procede de una manera similar. Las células endoteliales y pericitos rodeadas por una membrana basal, forman los 
vasos sanguíneos capilares. La angiogénesis comienza con la erosión de la membrana basal por enzimas liberadas 
por las células endoteliales y leucocitos. Las células endoteliales, que recubren el lumen de los vasos sanguíneos, 
sobresalen después a través de la membrana basal. Los estimulantes angiogénicos inducen a las células 
endoteliales a migrar a través de la membrana basal erosionada. Las células en migración forman un “brote” fuera 15
del vaso sanguíneo parental, donde las células endoteliales se someten a mitosis y proliferan. Los brotes 
endoteliales se fusionan entre sí para formar bucles capilares creando nuevos vasos sanguíneos.

A pesar de las nuevas pruebas de que la angiogénesis se requiere en algunos tejidos normales, las terapias 
antiangiogénicas son aún importantes en el tratamiento de tumores y otras enfermedades. Las terapias 
antiangiogénicas están por lo tanto destinadas a su uso en tratamientos de combinación de la presente invención. La 20
combinación de una dosis baja, relativamente frecuente de un agente terapéutico de la presente invención en 
combinación con un agente que inhibe la angiogénesis está particularmente contemplada. Los agentes 
antiangiogénicos ejemplares que son útiles junto con la terapia combinada se indican anteriormente (en relación con 
los inmunoconjugados). Puede usarse uno cualquiera o más de dichos agentes, incluyendo los de la Tabla B en 
terapia de combinación con la invención. Actualmente se prefieren la angioestatina, endostatina, vasculoestatina, 25
canstatina y maspina.

Muchos agentes contra el cáncer conocidos también tienen un efecto antiangiogénico como parte de su mecanismo 
de acción. Estos agentes, tal como se ilustra por los de la Tabla E, se contemplan particularmente para su uso en 
los aspectos de terapia de combinación de la presente invención (estos pueden también conjugarse con una 
construcción receptorcuerpo o betacuerpo de la invención, tal como se ha descrito anteriormente).30

TABLA E

Agentes anticancerosos con actividad antiangiogénica

Clase o Tipo de Agente Ejemplos

Alquilantes Ciclofosfamida, edelfosina, estramustina, melfalán

Antimetabolitos
Fluorouracilo, metotrexato, mercaptopurina, UFT, 
tegafur, uracilo, citarabina

Antibióticos Antitumorales
Bleomicina, daunorrubicina, doxorrubicina, epirrubicina, 
mitomicina, mitoxantrona

Inhibidores de Topoisomerasa Camptotecina, irinotecán, etopósido, topotecán

Taxanos Docetaxel, paclitaxel

Alcaloides de la Vinca Vinblastina, vincristina

Mezclas Cisplatino, octreótido

Además, el anticuerpo LM609 contra la integrina αvβ3 también induce regresiones tumorales y puede usarse en 
terapias de combinación. Los antagonistas de integrina αvβ3, tales como LM609, inducen la apoptosis de células 35
endoteliales angiogénicas dejando sin afectar a los vasos sanguíneos quiescentes. LM609 u otros antagonistas de 
αvβ3 también trabajan inhibiendo la interacción de αvβ3 y MMP-2, una enzima proteolítica que se piensa que 
desempeña una función importante en la migración de células endoteliales y fibroblastos.

La apoptosis del endotelio angiogénico por LM609 tiene un efecto en cascada sobre el resto de la red vascular. La 
inhibición de la capacidad de respuesta de la red vascular tumoral a la señal de expansión del tumor puede, de 40
hecho, iniciar el colapso parcial o total de la red, provocando la muerte de las células tumorales. Es posible que la 
endostatina y la angioestatina funcionen de una manera similar. El hecho de que LM609 no afecte a vasos 
quiescentes pero sea capaz de causar regresión tumoral sugiere fuertemente que no es necesario que se usen 
como diana del tratamiento todos los vasos sanguíneos en un tumor para obtener un efecto antitumoral.
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También pueden emplearse anticuerpos contra angiogenina, tal como se describe en la Patente de Estados Unidos 
nº 5.520.914. Dado que la FGF está vinculada con la angiogénesis, también pueden usarse inhibidores de FGF. 
Determinados ejemplos son los compuestos que tienen N-acetilglucosamina alternando en secuencia con ácido 
urónico 2-O-sulfatado como sus unidades repetición principales, incluyendo los glucosaminoglucanos, tales como el 
sulfato de arcarán. Dichos compuestos se describen en la Patente de Estados Unidos nº 6.028.061 y pueden usarse 5
en combinación con la misma.

M7. Inhibidores de VEGF

VEGF es una citocina multifuncional que está inducida por hipoxia y mutaciones oncogénicas. VEGF es un 
estimulante primario del desarrollo y mantenimiento de una red vascular en la embriogénesis. Actúa como potente 
agente inductor de permeabilidad, como agente quimiotáctico de células endoteliales y como factor de proliferación 10
celular endotelial. Su actividad se requiere para el desarrollo embrionario normal, ya que la alteración dirigida de uno 
o ambos alelos de VEGF da como resultado la letalidad embrionaria.

El uso de uno o más métodos de inhibición de VEGF es un aspecto preferido de las terapias de combinación de la 
presente invención. El reconocimiento de VEGF como un estímulo primario de angiogénesis en condiciones 
patológicas ha conducido a diversos métodos que bloquean la actividad de VEGF. Cualquiera de los inhibidores de 15
VEGF desarrollados puede ahora emplearse ventajosamente con la misma. Por consiguiente, puede usarse uno 
cualquiera o más de los siguientes anticuerpos anti-VEGF neutralizantes, construcciones de receptores solubles, 
estrategias antisentido, aptámeros de ARN e inhibidores de tirosina quinasa diseñados para interferir con la 
señalización de VEGF.

Los agentes adecuados incluyen anticuerpos neutralizantes (Kim et al., 1992; Presta et al., 1997; Sioussat et al., 20
1993; Kondo et al., 1993; Asano et al., 1995), construcciones de receptores solubles (Kendall y Thomas, 1993; Aiello 
et al., 1995; Lin et al., Millauer et al., 1996), inhibidores de tirosina cinasa (Siemeister et al., 1998), estrategias 
antisentido, aptámeros de ARN y ribozimas contra VEGF o receptores de VEGF (Saleh et al, 1996; Cheng et al, 
1996). También pueden emplearse variantes de VEGF con propiedades antagonistas, tal como se describe en el 
documento WO 98/16551.25

En determinadas realizaciones se preferirán anticuerpos bloqueantes contra VEGF, particularmente por su sencillez. 
Se ha observado que los anticuerpos monoclonales contra VEGF inhiben el crecimiento de xenoinjertos tumorales 
humanos y la formación de ascitis en ratones (Kin et al., 1993; Mesiano et al., 1998; Luo et al., 1998a; 1998b; 
Borgstrom et al, 1996; 1998). El anticuerpo A4.6.1 es un anticuerpo anti-VEGF de alta afinidad que puede bloquear 
la unión de VEGF tanto a VEGFR1 como a VEGFR2 (Kim et al, 1992; Weismann et al, 1997; Muller et al, 1998; Keyt 30
et al, 1996). A4.6.1 se ha humanizado recientemente mediante técnicas de presentación de fagos monovalentes y 
actualmente está en ensayos clínicos en Fase I como un agente contra el cáncer (Brem, 1998; Baca et al, 1997; 
Presta et al, 1997).

La mutagénesis mediante alanina y la cristalografía de rayos X de VEGF unido por el fragmento Fab de A4.6.1 
mostró que el epítopo de VEGF que se une a A4.6.1 está centrado aproximadamente en 89-94 aminoácidos. Este 35
dato estructural demuestra que A4.6.1 inhibe competitivamente VEGF de la unión a VEGFR2, pero inhibe VEGF de 
la unión a VEGFR1 más probablemente por impedimento estérico (Muller et al, 1998; Keyt et al, 1996).

A4.6.1 puede usarse en combinación con la presente invención. Sin embargo, actualmente se prefiere un nuevo 
anticuerpo denominado 2C3 (4545), ya que bloquea selectivamente la interacción de VEGF con solamente uno de 
los dos receptores de VEGF. 2C3 inhibe el crecimiento mediado por VEGF de células endoteliales, tiene actividad 40
antitumoral fuerte y bloquea selectivamente la interacción de VEGF con VEGFR2 (KDR/Flk-1), pero no con VEGFR1 
(FLT-1). Por otro lado A4.6.1, 2C3 permite la inhibición específica de la angiogénesis inducida por VEGFR2 sin 
inhibición concomitante de quimiotaxis de macrófagos (mediada por VEGFR1) y por tanto se contempla que es un 
agente terapéutico inocuo. Las Patentes de Estados Unidos nº 6.342.219, 6.342.221, 6.416.758 y 6.416,758, se 
identifican específicamente para los fines de incluso la descripción del anticuerpo 2C3 y sus usos en terapia 45
antiangiogénica e inhibición de VEGF.

M8. Agentes inductores de apoptosis

Los agentes terapéuticos de la presente invención también se combinan preferentemente con métodos de 
tratamiento que inducen la apoptosis en cualquiera de las células dentro del tumor, incluyendo células tumorales y 
células endoteliales vasculares tumorales. Los agentes ejemplares que inducen la apoptosis se indican 50
anteriormente (en relación con los inmunoconjugados). Cualquiera de uno o más de dichos agentes inductores de la 
apoptosis puede usarse en las terapias de combinación de la presente invención, sin desear quedar ligado a un 
anticuerpo de la invención.

Muchos agentes anticancerosos conocidos tienen un efecto inductor de apoptosis como parte de su mecanismo de 
acción. Estos agentes, como se ilustra por los que se indican en la Tabla F se contemplan particularmente para su 55
uso en aspectos de terapia de combinación de la presente invención (estos también pueden conjugarse con 
anticuerpo de la invención, como se ha descrito anteriormente).
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TABLA F

Agentes contra el cáncer que inducen apoptosis

Clases o Tipos de Agente Ejemplos

Antimetabolitos Citarabina, fludarabina, 5-fluoro-29-desoxiuridina, gemcitabina, hidroxiurea, 
metotrexato

Agentes reticulantes de 
ADN 

Clorambucilo, cisplatino, ciclofosfamida, mostaza de nitrógeno

Agentes Intercalantes Adriamicina (doxorrubicina), mitoxantrona

Venenos de Topoisomerasa 
II

Etopósido, tenipósido

Agentes Dirigidos a 
Microtúbulos

Colcemid, colchicina, docetaxel, vincristina

Inhibidores de Quinasa Flavoperidol, estaurosporina, ST571 (CPG 57148B), UCN-01 (7-
hidroxiestaurosporina)

Inhibidores de Farnesil 
Transferasa

L-739749, L-744832

Hormonas Glucocorticoides, fenretinida

Agentes de Fragmentación 
de ADN

Bleomicina

Antagonistas Hormonales Tamoxifeno, finasterida, agonistas de LHRH

Agentes biológicos TNF-α,TRAIL, anti-CD20

Inhibidores de la Síntesis 
de Proteínas

L-asparaginasa, cicloheximida, puromicina, toxina de la difteria

Venenos de Topoisomerasa 
II

Camptotecina, topotecán

M9. Inmunotoxinas y Coaguligandos

La presente invención también puede usarse en combinación con otras inmunotoxinas o coaguligandos en los que la 5
parte de direccionamiento se dirige a un marcador de células tumorales, vasculatura tumoral o extremo tumoral. 
Cualquier agente de dirección puede usarse en el direccionamiento a una célula, vasculatura tumoral o estroma 
tumoral en estas realizaciones. En las inmunotoxinas, los agentes unidos incluyen agentes anticelulares o 
citotóxicos, citocinas, agentes radioterapéuticos, agentes antiangiogénicos, agentes inductores de apoptosis y 
fármacos antitubulina. En los coaguligandos, los agentes unidos son coagulantes. Las Patentes de Estados Unidos 10
nº 5.855.866, 5.965.132, 6.261.535, 6.051.230, 6.451.312 (inmunotoxinas), 6.093.399, 6.004.555, 5.877.289 y 
6.036.955 (coaguligandos) se identifican específicamente para ilustrar dichas construcciones.

M10. ADEPT y terapia con profármacos

Una construcción receptorcuerpo o betacuerpo de la presente invención también puede usarse junto con 
profármacos, en los que la construcción receptorcuerpo o betacuerpo está asociada operativamente a un 15
componente activador de profármaco, tal como una enzima activadora de profármaco que convierte un profármaco 
en una forma más activa solo después de ponerse en contacto con el anticuerpo. Esta tecnología generalmente se 
denomina “ADEPT” y se describe por ejemplo en los documentos WO 95/13095; WO 97/26918, WO 97/24143, y las 
Patentes de Estados Unidos nº 4.975.278 y 5.658.568.

El término “profármaco”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una forma precursora o derivada de 20
una sustancia biológica farmacéuticamente activa que ejerce efectos anticelulares citotóxicos o de otra manera 
anticelulares reducidos sobre células diana, incluyendo células endoteliales vasculares tumorales en comparación 
con el fármaco parental sobre el cual se basa. Preferentemente, el profármaco o precursor ejerce un efecto 
citotóxico o anticelular significativamente reducido o más preferentemente insignificante en comparación con la 
forma “nativa” o parental. Estos “profármacos” son capaces de activarse o convertirse para producir la forma parental 25
más activa del fármaco.

La capacidad técnica para preparar y usar profármacos existe dentro de la capacidad del experto habitual. Willman 
et al., (1986) y Stella et al., (1985) cada uno de ellos se identifican especialmente para fines de complementar 
adicionalmente la descripción y enseñanzas que se refieren a cómo preparar y usar diversos profármacos. Las 

ES 2 565 543 T3

 



73

construcciones de profármacos ejemplares que pueden usarse en el contexto de la presente invención incluyen, 
pero sin limitación, profármacos que contienen fosfato (Patente de Estados Unidos nº 4.975.278), profármacos que 
contienen tiofosfato, profármacos que contienen sulfato, profármacos basados en péptidos (Patentes de Estados 
Unidos nº 5.600.829; 5.587.161; 5.405.990; documento WO 97/07118), profármacos modificados con D 
aminoácidos, profármacos glucosilados (Patentes de Estados Unidos nº 5.561.119; 5.646.298; 4.904.768, 5
5.041.424), profármacos que contienen β-lactama, profármacos que contienen fenoxiacetamida opcionalmente 
sustituidos (Patente de Estados Unidos nº 4.975.278), profármacos que contienen fenilacetamida opcionalmente 
sustituidos e incluso profármacos de 5-fluorocitosina (Patente de Estados Unidos nº 4.975.278) y de 5-fluorouridina y 
similares.

El tipo de agente terapéutico o farmacocitotóxico que puede usarse en la forma profarmacológica es virtualmente 10
ilimitado. Se preferirán los agentes más citotóxicos para dicha forma de administración, sobre por ejemplo la 
administración de coagulantes, que es menos preferida para su uso como profármacos. Todo lo que requiere en la 
formación del profármaco es diseñar la construcción de tal manera que el profármaco esté sustancialmente inactivo 
y que el fármaco “liberado” o activado tenga una actividad sustancial o al menos suficiente para el fin previsto.

También se conocen y contemplan diversas mejoras de los profármacos originales para su uso con la misma, tal 15
como se desvela en los documentos WO 95/03830; EP 751.144 (antraciclinas); WO 97/07097 (ciclopropilindoles); y 
documento WO 96/20169. Por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos nº 5.621.002 se describen profármacos 
con Km reducida que pueden usarse en el contexto de la presente invención. También se conocen la terapia con 
profármacos que puede realizarse intracelularmente, tal como se ilustra mediante el documento WO 96/03151 y 
puede llevarse a la práctica con la misma.20

Para su uso en ADEPT, el agente que activa o convierte el profármaco en el fármaco más activo está unido 
operativamente a un anticuerpo de la invención. El anticuerpo por lo tanto localiza el profármaco que convierte la 
capacidad dentro del sitio angiogénico o tumoral, de manera que el fármaco activo se produce solamente en dichas 
regiones y no en la circulación o en tejidos sanos.

Las enzimas que pueden unirse a los anticuerpos de la invención para funcionar en la activación de profármacos 25
incluyen, pero sin limitación, fosfatasa alcalina para su uso en combinación con profármacos que contienen fosfato 
(Patente de Estados Unidos nº 4.975.278); arilsulfatasa para su uso en combinación con profármacos que contienen 
sulfato (Patente de Estados Unidos nº 5.270.196); peptidasas y proteasas, tales como proteasa de serratina, 
termolisina, subtilisina, carboxipeptidasa (Patentes de Estados Unidos nº 5.660.829; 5.587.161; 5.405.990) y 
catepsinas (incluyendo catepsinas B y L), para su uso en combinación con profármacos basados en péptidos; D-30
alanilcarboxipeptidasas para su uso en combinación con profármacos modificados con D-aminoácidos; enzimas que 
escinden hidratos de carbono tales como β-galactosidasa y neuraminidasa para su uso en combinación con 
profármacos glucosilados (Patentes de Estados Unidos nº 5.561.119; 5.646.298); β-lactamasa para su uso en 
combinación con profármacos que contienen β-lactama; amidasas de penicilina tal como amidasa de penicilina V 
(Patente de Estados Unidos nº 4.975.278) o amidasa de penicilina G, para su uso en combinación con fármacos 35
derivatizados en sus nitrógenos amino con fenoxiacetamida o grupos fenilacetamida y desaminasa citosina 
(Patentes de Estados Unidos nº 5.338.678; 5.545.548) para su uso en combinación con profármacos basados en 5-
fluorocitosina (Patente de Estados Unidos nº 4.975.278).

K. Liposomas y agentes terapéuticos recubiertos con anticuerpos

Las formulaciones liposomales se usan con frecuencia en agentes terapéuticos y farmacéuticos. Sin embargo, la 40
biodistribución de liposomas en estudios iniciales dio a entender que dichas formulaciones no son generalmente 
aplicables para su uso en seres humanos. Los liposomas se captan rápidamente por las células fagocíticas del 
sistema retículoendotelial (RES), incluyendo las células fagocíticas mononucleares en circulación y las localizadas 
en el hígado y bazo. Por tanto, las semividas de circulación sanguínea pueden ser tan cortas como de algunos 
minutos.45

Por lo tanto, se desarrolló la tecnología de liposomas y formulaciones “sigilosos o de sigilo”, lo que permitió a los 
liposomas evadir la captación del RES y circular durante más tiempo (Hristova y Needham, 1993). Un agente 
preferido para su uso en los liposomas sigilosos es el polietilenglicol (PEG), y los liposomas resultantes también 
denominados liposomas PEGilados. Otros agentes sigilosos incluyen poli(2-metil-2-oxazolina) y conjugados de 
poli(2-etil-2-oxazalina) (Woodle et al., 1994). Se describe una serie de liposomas sigilosos mejorados en la Patente 50
de Estados Unidos nº 6.284.267, que pueden usarse en combinación con la presente invención.

Los liposomas con un diámetro menor que la fenestra de los capilares salen de la circulación por filtración. El 
diámetro promedio de la fenestra en tumores que se desarrollan rápidamente es mayor que en tejidos normales y 
por lo tanto los liposomas más pequeños de aproximadamente 100 nm de diámetro migran a los tumores. Los 
liposomas sigilosos se han propuesto por tanto para su uso en la administración de agentes citotóxicos a tumores en 55
pacientes con cáncer. Se han incorporado diversos fármacos en liposomas furtivos, incluyendo cisplatino (Rosenthal 
et al., 2002), TNFα (Kim et al., 2002), doxorrubicina (Symon et al., 1999) y adriamicina (Singh et al., 1999). Sin 
embargo, recientes informes han indicado inesperadamente una baja ineficacia de la doxorrubicina y vinorrelbina 
liposomal sigilosa en el tratamiento de cáncer de mama metastásico (Timassa et al., 2003).
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La presente invención proporciona formulaciones de liposomas sigilosos mejoradas, que superan diversos de los 
inconvenientes en la técnica en los que los liposomas sigilosos se asocian o recubren funcionalmente con una 
construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la invención. No se requiere una construcción divalente en estos 
aspectos de la invención.

Cualquier liposoma furtivo puede formar la base de nuevas formulaciones liposomales y se empleará 5
preferentemente un liposoma PEGilado. Los liposomas furtivos se “recubren”, es decir, se asocian operativa o 
funcionalmente con una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo. La asociación operativa o funcional se efectúa 
de tal modo que la construcción, receptorcuerpo o betacuerpo mantiene la capacidad para unirse específicamente al 
PS o fosfolípido aniónico diana, administrando o dirigiendo de este modo el liposoma sigiloso y cualquier contenido 
del mismo a células positivas a PS, tales como células tumorales y células endoteliales vasculares tumorales.10

Los liposomas furtivos recubiertos de la invención pueden usarse en solitario. Preferentemente, sin embargo, dichos 
liposomas también contendrán uno o más agentes secundarios terapéuticos, tales como agentes quimioterapéuticos 
o contra el cáncer (siendo primer agente terapéutico el propio anticuerpo). Los segundos agentes terapéuticos se 
describen generalmente como situados dentro del “núcleo” del liposoma. Puede usarse uno cualquiera o más de los 
segundos agentes contra el cáncer o quimioterapéuticos conocidos en la técnica para conjugación, o para terapias 15
de combinación, en los liposomas sigilosos recubiertos de anticuerpo de la invención. Por ejemplo, cualquier agente 
quimioterapéutico o radioterapéutico, citocina, agente antiangiogénico o agente inductor de apoptosis. Actualmente 
se prefieren dentro de los agentes quimioterapéuticos los fármacos antitubulina, docetaxel y paclitaxel.

Además, los liposomas furtivos recubiertos con anticuerpo de la invención también pueden cargarse con uno o más 
fármacos antivíricos para su uso en el tratamiento de enfermedades e infecciones víricas. Al igual que con los 20
agentes anticancerosos, uno o más de los segundos agentes antivíricos conocidos en la técnica y/o descritos en el 
presente documento para la conjugación con anticuerpos o para terapias de combinación, pueden usarse en los 
liposomas sigilosos recubiertos con anticuerpo de la invención. Como ejemplos preferidos se encuentran el 
actualmente cidofovir y AZT.

O. Terapias antivasculares, antiangiogénica y otras25

La presente invención también puede usarse en el tratamiento de otras enfermedades en las que está implicada la 
vasculatura aberrante, incluyendo enfermedades y trastornos que tienen vasos sanguíneos protrombóticos. Aunque 
no es el único mecanismo terapéutico, la construcción, receptorcuerpo o betacuerpo de la presente invención 
también puede usarse para tratar a animales y pacientes con angiogénesis aberrante, tal como la que contribuye a 
diversas enfermedades y trastornos.30

Ya esté basada en la anti-angiogénesis, la vasculatura protrombótica u otros mecanismos anti-vasculares, la 
presente invención puede por lo tanto usarse para tratar enfermedades prevalentes y/o clínicamente importantes 
fuera del campo del cáncer, incluyendo artritis, artritis reumatoide, psoriasis, ateroesclerosis, retinopatía diabética, 
degeneración macular relacionada con la edad, enfermedad de Graves, restenosis vascular, incluyendo restenosis 
después de angioplasia, malformaciones arteriovenosas (AVM), meningioma, hemangioma y glaucoma neovascular. 35
Otras dianas para intervención incluyen angiofibroma, placas ateroescleróticas, neovascularización de injerto de 
córnea, circulaciones hemofílicas, escaras hipertróficas, síndrome de Osler-Weber, fibroplasia retrolental de 
glaucoma biogénica, escleroderma, tracoma, adhesiones vasculares, sinovitis, dermatitis, diversas otras 
enfermedades inflamatorias y trastornos e incluso endometriosis. Otras enfermedades y trastornos que son tratables 
por la invención y las bases unificantes de dichos trastornos se indican más adelante.40

Una enfermedad prominente en la que está implicada la vasculatura y la angiogénesis aberrantes es la artritis 
reumatoide, en donde los vasos sanguíneos en el revestimiento sinovial de las articulaciones sufren angiogénesis. 
Además de formar nuevas redes vasculares, las células endoteliales liberan factores y especies de oxígeno 
reactivas que dan lugar al crecimiento del pannus y a la destrucción del cartílago. Los factores implicados en la 
angiogénesis pueden contribuir activamente y ayudar a mantener el estado inflamado crónico de la artritis 45
reumatoide. Los factores asociados con la angiogénesis también desempeñan un papel en la artrosis, contribuyendo 
a la destrucción de la articulación. Se ha demostrado que diversos factores, incluyendo VEGF, están implicados en 
la patogénesis de la artritis reumatoide y de la artrosis.

Otro ejemplo importante de una enfermedad que implica vasculatura aberrante y angiogénesis es la enfermedad 
neovascular ocular. Esta enfermedad está caracterizada por la invasión de nuevos vasos sanguíneos en las 50
estructuras oculares tales como retina o córnea. Es la causa más común de ceguera y está implicada en 
aproximadamente veinte enfermedades oculares. En la degeneración macular relacionada con edad, los problemas 
visuales asociados están causados por un crecimiento interno de capilares coroidales a través de defectos en la 
membrana de Bruch con proliferación de tejido vascular cerca del epitelio del pigmento retiniano. La lesión 
angiogénica también está asociada con retinopatía diabética, retinopatía del prematuro, rechazo de injerto de 55
córnea, glaucoma neovascular y fibroplasia retrolental.

Otras enfermedades asociadas con neovascularización de la córnea que pueden tratarse de acuerdo con la presente 
invención incluyen, pero sin limitación, queratoconjuntivitis epidérmica, déficit de Vitamina A, sobreuso de lentillas, 
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queratitis atópica, queratitis límbica superior, pterigión, queratitis seca, Sjogrens, rosácea del acné, filectenulosis, 
sífilis, infecciones por micobacterias, degeneración de lípidos, quemaduras químicas, úlceras bacterianas, úlceras 
fúngicas, infecciones por Herpes simple, infecciones por Herpes zoster, infecciones por protozoos, sarcoma de 
Kaposi, úlcera de Mooren, degeneración marginal de Terrien, queratolisis marginal, artritis reumatoide, lupus 
sistémico, poliartritis, traumatismo, sarcoidosis de Wegeners, Escleritis, enfermedad de Steven Johnson, 5
queratotomia radial perfingoide y rechazo de injerto de córnea.

Las enfermedades asociadas con neovasculación retinal/coroidal que pueden tratarse de acuerdo con la presente 
invención incluyen, pero sin limitación, retinopatía diabética, degeneración macular, anemia calciforme, sarcoide, 
sífilis, seudoxantoma elástico, enfermedad de Paget, oclusión venal, oclusión arteriana, enfermedad obstructiva de la 
carótida, uveítis/vitritis crónica, infecciones micobacterianas, enfermedad de Lyme, lupus eritematoso sistémico, 10
retinopatía de prematuro, enfermedad de Eales, enfermedad de Bechets, infecciones que causan una retinitis o 
coroiditis, presunta histoplasmosis ocular, enfermedad de Best, miopía, fosas del disco óptico, enfermedad de 
Stargarts, pars planitis, desprendiendo de retina crónico, síndromes hiperviscosidad, toxoplasmosis, traumatismo y 
complicaciones posteriores al láser.

Otras enfermedades que pueden tratarse de acuerdo con la presente invención incluyen, pero sin limitación, 15
enfermedades asociadas con rubeosis (neovascularización del ángulo) y enfermedades causadas por proliferación 
anómala de tejido fibrovascular o fibroso incluyendo todas las formas de vitreoretinopatía proliferativa, tanto asociada 
o no con la diabetes.

La inflamación crónica también implica la vasculatura aberrante y la angiogénesis patológica. Dichas patologías son 
colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn que muestran cambios histológicos dentro del crecimiento interno de nuevos 20
vasos sanguíneos en los tejidos inflamados. La bartonelosis, una infección bacteriana encontrada en Sudamérica, 
puede dar como resultado un estado crónico que se caracteriza por una proliferación de células endoteliales 
vasculares.

Otra función patológica asociada con vasculatura y angiogénesis aberrante se encuentra en la ateroesclerosis. Se 
ha demostrado que las placas formadas dentro del lumen de vasos sanguíneos tienen actividad estimulatoria 25
antiangiogénica. Hay pruebas concretas del significado patofisiológico de los marcadores angiogénicos, tales como 
VEGF, en la progresión de la ateroesclerosis coronaria humana, así como procesos de recanalización en 
enfermedades coronarias obstructivas. La presente invención proporciona un tratamiento eficaz para dichas 
afecciones.

Una de las enfermedades angiogénicas más frecuentes de la juventud es el hemangioma. En la mayoría de los 30
casos, los tumores son benignos y disminuyen sin intervención. En algunos casos severos, el tumor progresa a 
formas cavernosas e infiltrativas más grandes y crean complicaciones clínicas. Las formas sistémicas de los 
hemangiomas, las hemangiomatosas, tienen una alta tasa de mortalidad. Los hemangiomas resistentes a terapias 
existentes no pueden tratarse con agentes terapéuticos actualmente en uso, pero son abordados por la invención.

La angiogénesis es también responsable de la lesión encontrada en enfermedades hereditarias tales como la 35
enfermedad de Osler-Weber-Rendu o telangiectasia hemorrágica hereditaria. Esta es una enfermedad hereditaria 
caracterizada por hemangiomas pequeños múltiples, tumores de vasos sanguíneos o linfáticos. Los angiomas se 
encuentran en la piel y en las membranas mucosas, a menudo acompañados por epistaxis (sangrados nasales) o 
sangrado gastrointestinal y algunas veces con fístula arteriovenosa pulmonar o hepática.

La angiogénesis está también implicada en procesos fisiológicos normales tales como la reproducción y la curación 40
de heridas. La angiogénesis es una etapa importante en la ovulación y también en la implantación de la blástula 
después de la fertilización. La prevención de la angiogénesis de acuerdo con la presente invención podría usarse 
para inducir amenorrea, bloquear la ovulación o impedir el implante de la blástula. En la curación de heridas, la 
reparación excesiva o fibroplasia puede ser un efecto secundario nocivo de procedimientos quirúrgicos y puede 
causarse o exacerbarse por la angiogénesis. Las adherencias son una complicación frecuente de cirugía y da lugar 45
a problemas tales como obstrucción del intestino delgado. La invención también puede tratar esto.

Cada una de las enfermedades y trastornos anteriores, junto con todos los tipos de tumores, se contemplan también 
para el tratamiento según la presente invención. La Patente de Estados Unidos nº 5.712.291 se identifica 
específicamente para demostrar adicionalmente el conocimiento de la técnica de que una vez que se ha demostrado 
la inhibición de la angiogénesis usando un agente concreto, puede llevarse a cabo de manera razonable el 50
tratamiento de una gran variedad de enfermedades asociadas con la angiogénesis aberrante. La Patente de Estados 
Unidos nº 6.524.583 también se identifica específicamente para fines similares y para demostrar particularmente que 
este principio se aplica a la inhibición de la angiogénesis y al tratamiento de enfermedades angiogénicas usando 
agentes terapéuticos dirigidos.

La invención también proporciona composiciones y métodos para su uso en el tratamiento de otras enfermedades en 55
las que PS o fosfolípidos aniónicos desempeñan una función. Por ejemplo, dado que la PS está implicada en la 
adhesión celular, las respuestas inflamatorias y el choque séptico, puede usarse una construcción receptorcuerpo o 
betacuerpo en el tratamiento de la inflamación y el choque séptico.
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Los fosfolípidos aniónicos, particularmente PS, también están implicados en la línea falciforme, en particular, como 
parte de un mecanismo de eliminación. Una construcción, receptorcuerpo o betacuerpo puede por lo tanto usarse 
para tratar o mejorar la anemia falciforme. Una construcción receptorcuerpo o betacuerpo de la invención también 
puede usarse para tratar una enfermedad parasitaria y para tratar la malaria.

P. Métodos de tratamiento antivíricos5

La presente invención también proporciona una serie de construcciones, opcionalmente conjugadas a agentes 
antivíricos para su uso en el tratamiento de infecciones víricas. Los regímenes de tratamiento y particularmente las 
dosis, son como se describen generalmente anteriormente para el aspecto del tratamiento del cáncer de la presente 
invención, cuya adaptabilidad es una ventaja de toda la invención. Aunque un entendimiento del mecanismo (o 
mecanismos) de acción particular no es necesario para la práctica del tratamiento antivírico de la invención, algunas 10
de las razones subyacentes al tratamiento vírico, como se confirma por los ejemplos de trabajo del presente 
documento son los siguientes.

Se cree que los mecanismos más importantes están relacionados con la replicación vírica y la activación de la célula 
hospedadora. Durante la infección vírica, el virus activa a la célula durante su replicación que se lleva a cabo en el 
interior de la célula. Este proceso de activación celular es necesario para la replicación vírica, como se muestra para 15
los virus del herpes, hepatitis C y VIH-1. La progresión vírica activa la expresión génica, tanto vírica como 
hospedadora. Por ejemplo, la replicación del virus Pichinde y del virus Machupo se inhibe por la actinomicina D 
tardía en el ciclo de replicación indicando que es necesaria la transcripción génica de la célula hospedadora para 
completar la replicación vírica.

La activación de la célula hospedadora por el virus causa que la célula externalice fosfolípidos aniónicos tales como 20
PS. En particular, los estudios de los inventores demuestran que la activación vírica causa flujos de Ca2+ en la célula, 
que activan la escramblasa, externalizando fosfolípidos aniónicos, particularmente PS. Las construcciones y 
conjugados que se unen a fosfolípidos aniónicos, preferentemente PS, después se unen e interfieren con los 
procesos de activación, impidiendo que el virus sea capaz de replicarse adecuadamente.

Los presentes ejemplos muestran que la invención actúa tarde en el proceso de infección vírica, bloqueando la 25
maduración o egreso vírico. Los estudios de los inventores demuestran que el efecto inhibidor de los agentes de la 
invención es ampliamente aplicable, como se demuestra funcionando en virus que usan diferentes mecanismos de 
agresión. Por ejemplo, los presentes ejemplos demuestran lo que el bloqueo del virus del herpes (CMV), que se 
escapa de las vesículas de exocitosis derivadas del Golgi y bloquean el adenovirus (virus Pichinde) y paramixovirus 
(RSV), que brotan directamente de la membrana plasmática.30

Las células infectadas con virus externalizan fosfolípidos aniónicos, particularmente PS, que son normalmente 
intracelulares, es decir, están confinados a la superficie interna de la membrana plasmática. Durante el escape de 
los virus, los fosfolípidos se redistribuyen en el sitio del escape, acomodando el plegamiento de la membrana 
durante la carga vírica o exocitosis de la membrana plasmática y los fosfolípidos aniónicos y aminofosfolípidos se 
externalizan durante este proceso. Las construcciones y conjugados de la invención pueden por tanto unirse a los 35
fosfolípidos aniónicos externalizados, particularmente a PS y bloquear el escape de los virus de la célula infectada. 
La unión de las construcciones de la invención a células infectadas con virus también se demuestra en los presentes 
ejemplos.

Las construcciones y conjugados de la invención pueden unirse adicionalmente a los fosfolípidos aniónicos 
externalizados, particularmente PS, e interferir con o una o más vías de señalización necesarias para la expresión 40
y/o replicación del gen vírico.

Además, los viriones con envoltura en sí mismos probablemente tienen fosfolípidos aniónicos, tales como PS, en su 
superficie externa. Dado que los virus carecen de una translocasa para mantener o reestablecer la asimetría de los 
fosfolípidos, se espera la exposición continuada de los fosfolípidos tales como PS. Las construcciones y conjugados 
de la invención pueden causar la opsonización, unión al complemento, fagocitosis por las células hospedadoras 45
tales como macrófagos y eliminación de partículas sin virus.

En un aspecto adicional de la invención, los virus probablemente necesiten fosfolípidos aniónicos para la infección 
y/o formación de sincitios. Las construcciones y conjugados de la invención pueden adicionalmente bloquear estos 
aspectos del ciclo de vida de los virus uniéndose a fosfolípidos aniónicos.

De acuerdo con las anteriores características y a la luz de los presentes ejemplos, el espectro del tratamiento vírico 50
para la presente invención se amplía a cualquier virus, con envoltura o no, de ADN o ARN. Dado que las 
construcciones de unión a PS y fosfolípidos aniónicos y conjugados de la invención bloquean al menos en parte la 
replicación vírica dentro de la célula y/o impiden el escape de virus de las células, la invención no se limita al 
tratamiento de virus con envoltura solamente, ni a ningún virus en particular, lo que es una ventaja importante. Por 
ejemplo, trabajos publicados posteriores a la investigación indica que la anexina V y las vesículas de PS pueden 55
inhibir la infección de macrófagos por VIH-1, pero no pueden inhibir la infección de linfocitos T por VIH-1 o inhibir 
otros virus, tales como el virus de la estomatitis vesicular G y el virus de la leucemia murina anfotrófica (Callahan et 
al., 2003).
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De manera natural, las construcciones y conjugados de la invención actúan en virus con envoltura, particularmente 
aquellos virus que tienen fosfolípidos aniónicos, particularmente PS en la superficie externa de la envoltura, en la 
que las construcciones y conjugados causan la eliminación y/o la inhibición de la entrada de los virus en las células 
diana. 

Un importante aspecto de la presente invención es por lo tanto que es universalmente aplicable, siendo adecuada 5
para el tratamiento de virus recombinantes modificados por ingeniería genética, y sintéticos, por ejemplo, creados 
como parte de bioterrorismo. De hecho, la invención no se limita al tratamiento de animales y seres humanos. Dado 
que la categoría de los hospedadores encontrados en los taxones de virus incluyen algas, arqueas, bacterias, 
hongos, invertebrados, micoplasma, plantas, protozoos, espiroplasma y vertebrados, la invención puede usarse para 
inhibir infección vírica y replicación en cualquiera de estas configuraciones, incluyendo en virus de importancia 10
agrícola. Actualmente se prefiere el tratamiento de infección vírica y enfermedades asociadas en vertebrados y uno 
cualquiera o más de los virus de la Tabla H, que infectan a animales vertebrados, puede inhibirse y la infección 
resultante tratarse usando la presente invención.

TABLA H

Virus de vertebrados15

Familia Género Especies Tipo

Adenoviridae Mastadenovirus
Aviadenovirus
Virus Similares a la Fiebre 
Porcina Africana

Adenovirus humano 2
Adenovirus Fowl 1
Virus de la fiebre porcina africana

Arenaviridae Arenavirus 
Arterivirus

Virus de la coriomengitis linfocítica 
Virus de la artritis Equina

Astroviridae Astrovirus Astrovirus humano 1

Birnaviridae Aqabirnavirus 
Avibirnavirus

Virus de la necrosis pancreática infecciosa
Virus de la enfermedad bursal infecciosa

Bunyaviridae Bunyavirus 
Hantavirus 
Nairovirus 
Phlebovirus

Virus de Bunyamwera 
Virus de Hantaan
Virus de la enfermedad de la oveja de Nairobi
Virus Siciliano de la fiebre de Sandfly

Caliciviridae Calicivirus Exantema vesicular de virus porcino

Circoviridae Circovirus Virus de la anemia de pollo

Coronaviridae Coronavirus
Torovirus
Deltavirus

Virus de la bronquitis infecciosa aviar
Virus de Berne 
Delta virus de la Hepatitis

Filoviridae Filovirus Virus Marburg

Flaviviridae Flavivirus 
Pestivirus 
Virus similares a la Hepatitis C

Virus de la fiebre amarilla
Virus de la diarrea bovina
Virus de la hepatitis C

Hepadnaviridae Orthophepadnavirus 
Avihepadnavirus

Virus de la hepatitis B 
Virus de la hepatitis B de pato

Herpesviridae 

Subfamilia 
Alphaherpesvirinae

Subfamilia: 

Betaherpesvirinae
Subfamilia 

Gammaherpesvirinae

Simplexvirus 

Varicellovirus
Cytomegalovirus 
Muromegalovirus

Roseolovirus
Lymphocryptovirus
Rhadinovirus

Herpesvirus 1 humano

Herpesvirus 3 humano
Herpesvirus 5 humano
Citomegalovirus de ratón 1

Herpesvirus humano 6
Herpesvirus humano 4
Herpesvirus ateline 2

Iridoviridae Ranavirus 
Lymphocystivirus 
Virus similares al virus del 
Pececillo de plata

Virus de rana 3 
Virus Flounder 
Virus del pececillo de plata 1

Orthomyxoviridae Influenzavirus A, B 
Influenzavirus C 
Virus similares a togoto

Virus de la gripe A 
Virus de la gripe C
Togoto virus

Papovaviridae Polyomavirus 
Papillomavirus

Poliomavirus murino
Papilomavirus del conejo de Rabo de algodón 
(Shope)
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Familia Género Especies Tipo

Paramyxoviridae 
Subfamilia 

Paramyxovirinae
Subfamilia 

Pneumovirinae

Parayxovirus 
Morbillivirus 

Rubulavirus

Pneumovirus

Virus 1 paragripal humano
Virus de las paperas

Virus del sarampión

Virus sincitial respiratorio humano

Parvoviridae 
Subfamilia 

Parovirinae

Parvovirus
Erythovirus
Dependovirus

Virus de Mice minute 
Virus B19 
Virus 2 adenoasociado

Picornaviridae Enterovims

Rhinovirus
Hepatovirus
Cardiovirus

Aphthovirus

Poliovirus 1 

Rinovirus humano 1A 
Virus de la hepatitis A
Virus de la encefalomiocarditis 

Virus O de la enfermedad de pie y boca

Poxviridae 
Subfamilia 

Chordopoxvirinae

Orthopoxvirus
Parapoxyvirus

Avipoxvirus
Capripoxvirus
Leporipoxvirus
Suipoxvints

Molluscipoxvirus
Yatapoxvirus

Virus de la vacuna
Virus Orf

Fowlpox virus
Sheeppox virus
Myxoma virus
Swinepox virus

Virus contagioso de molusco
Virus del tumor de mono Yaba 

Reoviridae Orthoreovirus

Orbivirus
Rotavirus
Coltivirus

Aquareovirus

Reovirus 3 

Virus de la lengua azul 1 
Rotavirus de simio SA11 
Virus de la fiebre de la garrapata de colorado 

Virus de la carpa dorada

Retroviridae Retrovirus de tipo B de mamíferos
Retrovirus de tipo C de mamíferos
Retrovirus de tipo C de aves

Retrovirus de tipo D 
Retrovirus Blv-htlv 
Lentivirus 

Spumavirus

Virus del tumor mamario de ratón
Virus de la leucemia murina
Virus de la leucosis aviar

Virus del mono Mason-Pfizer
Virus de la leucemia bovina
Virus 1 de la inmunodeficiencia humana

Espumavirus humano

Rhabdoviridae Vesiculovirus
Lyssavirus

Ephemerovirus

Virus Indiana de la estomatitis vesicular
Virus de la rabia

Fiebre efemeral bovina

Togaviridae Alphavirus 
Rubivirus

Virus Sindbis 
Virus de la rubéola

El uso de la invención en tratamiento de infecciones víricas y enfermedades asociadas en mamíferos se prefiere, 
particularmente en términos de animales valiosos o con valor, tales como caballos de carreras y animales 
domésticos y animales y pájaros usados para producir directamente (por ejemplo comer) o indirectamente producir 
(por ejemplo leche y huevos) alimento para consumo humano. Además del tratamiento en seres humanos, las 5
realizaciones ejemplares de la invención incluyen el tratamiento de caballos, perros, gatos y similares; el tratamiento 
de vacas, cerdos, ganado, ovejas, cabras, búfalos, bisontes, llamas, ciervos, alces, y otros animales más grandes 
así como sus crías, incluyendo terneros y corderos.

El tratamiento de seres humanos se prefiere particularmente, ya sean virus de origen natural o aquellos creados 
para bioterrorismo. En términos de virus de origen natural y las enfermedades resultantes, la invención está de 10
nuevo no limitada en sus aplicaciones. Por consiguiente cualquiera de uno o más de los virus de la Tabla J pueden 
inhibirse usando la presente invención y las infecciones y enfermedades resultantes por tanto pueden tratarse.
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TABLA J

Enfermedades víricas en seres humanos

Enfermedad Virus Tipos de Virus

SIDA Virus de inmunodeficiencia 
humana (VIH)

Retrovirus

Bronquiolitis y neumonía víricas Virus sincitial respiratorio Paramyxovirus

Bronquiolitis Virus paragripal Paramyxovirus

Cáncer de cuello uterino Virus del papiloma humano Papovavirus

Viruela del pollo Virus Zoster Varicela Herpesvirus

Dengue Virus del Dengue Flavivirus

Fiebre hemorrágica del Ébola Virus de Ébola Filovirus

Herpes Genital Herpes virus Simple 2 Herpesvirus

Fiebre hemorrágica hantavirus Hantavirus Bunyavirus

Hepatitis Hepatitis A Picornavirus

Hepatitis B Hepadavirus

Hepatitis C Flavivirus

Hepatitis D Deltavirus

Hepatitis E Calcivirus

Gripe Virus gripal A, B y C Orthomyxovirus

Fiebre Hemorrágica Argentina Junín Virus Junin Arenavirus

Fiebre hemorrágica Lassa Virus Lassa Arenavirus

Fiebre hemorrágica de Machupo Virus Machupo Arenavirus

Paperas Virus Rubéola Paramyxovirus

Mononucleosis Virus de Epstein Barr Herpesvirus

Enfermedad CMV (neumonía vírica, 
síndrome similar a mononucleosis)

Citomegalovirus Herpesvirus

Síndrome Respiratorio Agudo 
Grave (SARS)

Coronavirus humano Coronavirus

Herpes virus Varicela zoster Herpesvirus

Viruela Virus de la viruela Poxvirus

Fiebre amarilla Virus de la fiebre amarilla Flavivirus

Enfermedad del Nilo Oriental Virus del Nilo O riental

Encefalitis equina Occidental Virus EE Occidental Togavirus

Neumonía, Hepatitis, enfermedad 
respiratoria aguda

Adenovirus Adenovirus

Gastroenteritis Rotavirus Rotavirus

Encefalitis Virus del Bosque de Semliki Alphavirus

Viruela bovina Virus Vaccinia Poxvirus

Encefalitis EE venezolana Alphavirus

Meningitis, encefalitis, 
meningoencefalitis

Coriomeningitis linfocítica Arenavirus

Fiebre hemorrágica de Venezuela Virus Guanarito Arenavirus

Fiebre del valle de Rift (fiebre 
hemorrágica, encefalitis)

Virus de la fiebre del valle de Rift Bunyavirus
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Enfermedad Virus Tipos de Virus

Fiebre Hemorrágica de Marburg Virus Marburg Filovirus

Encefalitis transmitida por 
garrapatas

Virus de la encefalitis transmitida 
por garrapata (TBEV)

Flavivirus

Encefalitis Virus del Hendra Paramyxovirus

Encefalitis Virus Nipah Paramyxovirus

Fiebre hemorrágica de Crimea-
Congo

Virus de la fiebre hemorrágica de 
Crimea-Congo

Bunyavirus

Fiebre hemorrágica de Brasil Virus Sabia Arenavirus

La invención se contempla particularmente para su uso en el tratamiento de enfermedades relacionadas con el CMV 
tal como neumonía vírica, síndrome similar a mononucleosis y malformaciones congénitas asociadas (sordera y 
retraso mental); enfermedades respiratorias, tales como las causadas por RSV, incluyendo bronquiolitis y neumonía 
vírica, gripe, el resfriado común y SARS; SIDA; hepatitis; cánceres asociados con infecciones víricas; mononucleosis 5
y viruela.

En otras realizaciones, los inventores contemplan particularmente la inhibición de arenavirus, que son patógenos en 
seres humanos. Los arenavirus incluyen los virus del Viejo Mundo son responsables de la fiebre Lassa (virus Lassa) 
y coriomeningitis linfocítica (LCMV). La fiebre de Lassa es endémica en el África Oriental afectando a 300.000 
personas anualmente y causando hasta 3000 muertes. La infección con el virus de Lassa conduce a fiebre y malaria 10
al cabo de aproximadamente 10 días. El dolor abdominal, náuseas, vómitos y diarreas son comunes. Pueden 
desarrollarse faringitis y resfriado. Los síntomas neurológicos son normalmente leves. Los síndromes de filtración 
vascular, tal como edema y derrames pleurales están presentes en la mayoría de los casos severos. El sangrado se 
observa aproximadamente en un cuarto de los pacientes. La enfermedad puede ocasionar cambios en el sistema 
cardiovascular que culminan en choque y muerte. 15

Los arenavirus también se incluyen y los virus del Nuevo Mundo antigénicamente distintos responsables de la fiebre 
hemorrágica de Argentina (Junin virus), fiebre hemorrágica Boliviana (Machupo virus) y fiebre hemorrágica de 
Venezuela (Guanarito virus). Todos estos virus están en la Categoría CDC A de la lista de posibles armas 
bioterroristas.

Las dosis que son adecuadas para las realizaciones antitumorales también son adecuadas para los tratamientos 20
antivíricos. De manera similar, la administración múltiple puede usarse para infecciones crónicas, y altas dosis 
pueden usarse para infecciones agudas. Cualquier vía de administración adecuada puede emplearse, de nuevo 
como se desvela para los aspectos y el tratamiento del cáncer, incluyendo IV, IM, SC, como un aerosol a los 
pulmones o a las vías respiratorias y similares.

Los agentes terapéuticos proporcionados por la invención son agentes valiosos que tiene un amplio espectro de 25
actividad antivírica. Además de ser eficaces contra una gran cantidad de virus posiblemente letales, los agentes 
también pueden administrarse después de la exposición a los virus, incluso en entornos en los que la naturaleza 
exacta del virus no se conoce. Por tanto, los agentes terapéuticos antivíricos de la presente invención no requieren 
un periodo de tiempo prolongado entre la identificación del patógeno y la administración de la terapia, en notable 
contraste con el tiempo y el gasto que conlleva el desarrollo, producción o administración de vacunas específicas.30

Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar realizaciones preferidas de la invención. Debe apreciarse por los 
expertos en la técnica que las técnicas desveladas en los ejemplos que siguen a continuación representan técnicas 
descubiertas por el inventor que funcionan bien en la práctica de la invención y por tanto pueden considerarse que 
constituyen modos preferidos para su práctica. Sin embargo, los expertos en la técnica deben apreciar, a la luz de la 
presente descripción, que pueden realizarse muchos cambios en las realizaciones específicas que se desvelan y 35
aún obtener un resultado similar o idéntico sin salirse del espíritu y alcance de la invención.

Ejemplo I

Tratamiento tumoral con coaguligando anti-VCAM-1-tTF

El presente ejemplo muestra la coagulación específica de la vasculatura tumoral in vivo que resulta después de la 
administración de un coagulando dirigido a la vasculatura tumoral (“coaguligando”) a animales portadores de tumor y 40
los efectos antitumorales resultantes. En este coaguligando, un anticuerpo dirigido contra VCAM-1 (molécula 1 de 
adhesión endotelial vascular VCAM-1) se usa como un agente de direccionamiento para administrar el factor tisular 
truncado (tTF), una forma modificada de un coagulante humano, a la vasculatura tumoral.

El hibridoma MK2.7, que secreta un anticuerpo IgG1 de rata contra VCAM-1 murino se obtuvo de la Colección 
Americana de Cultivos Tipo (ATCC, Rockville, MD; ATCC CRL 1909). El hibridoma R187, que secreta un anticuerpo 45
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IgG1 de rata contra la proteína vírica murina p30 gag, también se obtuvo de la ATCC y se usó como un control del 
mismo isotipo para el anticuerpo anti-VCAM-1.

Los vasos sanguíneos de los órganos principales y tumores de ratones portadores de tumores de Hodgkin humano 
L540 subcutáneos se examinaron con inmunohistoquímica para determinar la expresión de VCAM-1 usando un 
anticuerpo anti-VCAM-1. En general, la expresión de VCAM-1 se observó en 20-30 % de vasos sanguíneos 5
tumorales totales teñidos por el anticuerpo antiendoglina MJ 7/18, usado como un control positivo. Se observó 
expresión vascular constitutiva de VCAM-1 en corazón y pulmones en animales tanto normales como portadores de 
tumores. Se observó tinción estromal fuerte en testículos en donde la expresión de VCAM-1 era estrictamente 
extravascular.

Se inyectó a ratones portadores de tumores L540 subcutáneos por vía intravenosa con anticuerpo anti-VCAM-1 y 10
dos horas después se exanginó a los ratones. Se extirparon el tumor y los órganos normales y se prepararon y 
analizaron con inmunohistoquímica secciones congeladas para determinar la localización del anticuerpo. El 
anticuerpo anti-VCAM-1 se detectó en endotelio de tumor, corazón y pulmón. La tinción fue específica y no se 
observó tinción de endotelio en el tumor y órganos de ratones inyectados con una especie de anticuerpo del mismo 
isotipo de especificidad irrelevante, R187. No se observó localización de anticuerpo anti-VCAM-1 en testículos o en 15
cualquier órgano normal excepto en corazón y pulmones.

Se preparó un conjugado anti-VCAM-1•tTF o “coaguligando” usando el factor tisular truncado (tTF). La 
administración intravenosa del coaguligando anti-VCAM-1•tTF induce trombosis selectiva de vasos sanguíneos 
tumorales, en oposición a vasos en tejidos normales, en ratones portadores de tumores.

El coaguligando anti-VCAM-1•tTF se administró a ratones portadores de tumores L540 subcutáneos de un diámetro 20
de 0,4 a 0,6 cm. Antes de la inyección del coaguligando, los tumores estaban sanos, tenían una morfología uniforme 
carentes de regiones de necrosis. Los tumores estaban bien vascularizados y tenían una ausencia completa de 
vasos trombóticos espontáneamente o de hemorragias. Al cabo de cuatro horas después de la inyección con el 
coaguligando, el 40-70 % de los vasos sanguíneos se trombosaron, a pesar de la tinción inicial de únicamente 20-
30 % de los vasos sanguíneos tumorales. Los vasos trombosados contenían agregados plaquetarios oclusivos, 25
eritrocitos empaquetados y fibrina. En varias zonas, los vasos sanguíneos se habían roto, vertiendo eritrocitos al 
intersticio tumoral.

24 horas después de la inyección del coaguligando, los vasos sanguíneos aún estaban ocluidos y había hemorragia 
extensiva que se había dispersado a lo largo del tumor. Las células tumorales se habían separado entre sí, tenían un 
núcleo pignótico y se sometieron a citólisis. A las 72 horas, la necrosis avanzada fue obvia en todo el tumor. Es 30
posible que la deposición de trombina inducida por el coaguligando inicial da como resultado inducción aumentada 
del antígeno diana VCAM-1 en vasos centrales amplificando de este modo el direccionamiento y la destrucción 
tumoral.

La acción trombótica de anti-VCAM-1•tTF en vasos tumorales fue específica de antígeno. Ninguno de los reactivos 
de control administrado a cantidades equivalentes (tTF solo, anticuerpo anti-VCAM-1 solo, tTF más anticuerpo anti-35
VCAM-1 o el coaguligando control de especificidad irrelevante) causaron trombosis.

Además de la trombosis de los vasos sanguíneos tumorales, este estudio también muestra que la administración 
intravenosa del coaguligando anti-VCAM-1•tTF no induce la trombosis de vasos sanguíneos en órganos normales. A 
pesar de la expresión de anti-VCAM-1 en vasos en el corazón y en pulmón de ratones normales o portadores de 
tumor L540, la trombosis no se produjo después de la administración del coaguligando anti-VCAM-1•tTF. No se 40
observaron signos de trombosis, lesión tisular o morfología alterada, en 25 ratones inyectados con 5 a 45 μg de 
coaguligando 4 o 24 horas anteriores. Hubo un aspecto histológico normal del corazón y pulmones del mismo ratón 
que tuvo trombosis tumoral principal. Los otros órganos principales (cerebro, hígado, riñón, bazo, páncreas, 
intestino, testículos) tampoco vieron alterada su morfología.

Las secciones congeladas de órganos y tumores de los ratones tratados con coaguligando dieron patrones de 45
tinción coincidentes cuando se revelaron con cualquiera de anticuerpo anti-TF, 10H10 o un anticuerpo anti-IgG de 
rata y confirmaron que el coaguligando se había localizado en vasos en el corazón, pulmón y tumores. La intensidad 
de la tinción era igual a la observada cuando el coaguligando se aplicaba directamente a las secciones de altas 
concentraciones, seguido de revelado con anti-TF o anti-IgG de rata, indicando que la saturación de la unión se 
había unido in vivo.50

Estos estudios muestran que la unión del coaguligando a VCAM-1 en la vasculatura normal en corazón y pulmón no 
es suficiente para inducir la trombosis y que la vasculatura tumoral proporciona factores adicionales para soportar la 
coagulación.

La actividad anti tumoral del coaguligando anti-VCAM-1•tTF se determinó en ratones SCID portadores de tumores 
L540 de 0,3-0,4 cm3. El fármaco se administró i.v. 3 veces a intervalos de 4 días. El volumen medio tumoral de los 55
ratones tratados con anti-VCAM-1•tTF se redujo significativamente a los 21 días del tratamiento (P < 0,001) en 
comparación con los otros grupos. Nueve de un total de 15 ratones tratados con el coaguligando específico 
mostraron una reducción mayor de 50 % en el volumen tumoral. Este efecto fue específico ya que el tTF no 

ES 2 565 543 T3

 



82

conjugado, el coaguligando IgG control y la mezcla de anticuerpo anti-VCAM-1 libre no afectaron al crecimiento 
tumoral.

Ejemplo II

Expresión de fosfatidilserina en vasos sanguíneos tumorales

Para explicar la ausencia de efecto trombótico de anti-VCAM-1•tTF en vasculatura positiva a VCAM-1 en corazón y 5
pulmones, algunos de los inventores desarrollaron un concepto de localización diferencial de aminofosfolípido y 
fosfolípidos aniónico, por ejemplo PS y PE, entre vasos sanguíneos tumorales y normales. Específicamente, 
plantearon la hipótesis de que las células endoteliales en tejidos normales segregaban aminofosfolípidos y 
fosfolípidos aniónicos, por ejemplo PS y PE, en la superficie interna de la bicapa fosfolipídica de la membrana 
plasmática, donde PS no podía participar en reacciones trombóticas; mientras que las células tumorales en tumores 10
translocan aminofosfolípidos y fosfolípidos aniónicos a la superficie externa de la membrana plasmática, donde PS 
puede soportar la acción de coagulación del coaguligando. La expresión de PS en la superficie celular permite la 
coagulación porque permite la unión de los factores de coagulación a la membrana y coordina el ensamblaje de los 
complejos de inicio de la coagulación.

El modelo de los inventores de la translocación aminofosfolipídica y fosfolípidos aniónicos en la superficie de células 15
endoteliales de vasos sanguíneos tumorales, como se desarrolla en el presente documento es sorprendente ya que 
la expresión de PS no se produce después, y no desencadena inevitablemente, la muerte celular. La expresión de 
aminofosfolípidos y fosfolípidos aniónicos en la superficie de células endoteliales tumorales es por tanto 
suficientemente estable para permitir que los aminofosfolípidos y fosfolípidos aniónicos, por ejemplo PS y PE, sirvan 
como entidades direccionables para intervención terapéutica.20

Para confirmar la hipótesis de que el endotelio de los vasos sanguíneos tumorales expresa PS sobre la superficie 
luminal de la membrana plasmática, los inventores usaron el siguiente estudio inmunohistoquímico para determinar 
la distribución del anticuerpo anti-PS después de inyección intravenosa en ratones portadores de tumor L540.

A. Métodos

Anticuerpos anti-PS y anti-cardiolipina, ambos anticuerpos IgM monoclonales de ratón, se produjeron y 25
caracterizaron por Rote et al., (1993) como se describe en el Ejemplo IV. La principal reactividad de 3SB es con PS, 
pero esta también tiene reactividad con el fosfolípido aniónico, ácido fosfatídico, un componente relativamente 
minoritario de la membrana plasmática, también segregado estrechamente en la cara interna en células normales.

Se inyectó a ratones portadores de tumor L540 por vía i.v. con 20 μg de cualquiera de los anticuerpos IgM anti-PS o 
anticardiolipina de ratón. Después de 10 minutos, los ratones se anestesiaron y sus circulaciones sanguíneas se 30
perfundieron con suero salino heparinizado. Los tumores y los tejidos normales se extirparon y se ultracongelaron. 
Secciones en serie de órganos y tumores se tiñeron con cualquiera de anti-IgM de ratón marcado con HRP para la 
detección del anticuerpo anti-PS o con anticuerpo anti-VCAM-1 seguido por anti-Ig de rata marcado con HRP.

Para preservar los fosfolípidos de la membrana en las secciones congeladas, se desarrolló el siguiente protocolo. 
Los animales se perfundieron con DPBS que contenía Ca

2+ 
2,5 mM. Los tejidos se montaron en portaobjetos 35

cubiertos con 3-aminopropiltrietoxisilano y se tiñeron al cabo de 24 horas. No se usaron disolventes orgánicos, 
formaldehído ni detergente para la fijación o el lavado de los portaobjetos. Los portaobjetos se rehidrataron mediante 
DPBS que contenía Ca2+ 2,5 mM y gelatina al 0,2 %. También se usó la misma solución para lavar las secciones 
para retirar el exceso de reactivos. Las secciones se incubaron con anti-IgM de ratón marcado con HRP durante 3,5 
h a temperatura ambiente para detectar anti-IgM PS.40

B. Resultados

Este estudio inmunohistoquímico mostró que el anticuerpo anti-PS localizado al cabo de 10 minutos en la mayoría 
de los vasos sanguíneos tumorales, incluyendo vasos en la región central del tumor que carecían de VCAM-1. Los 
vasos que eran positivos para VCAM-1 eran también positivos para PS. Por tanto, hay una expresión coincidente de 
PS sobre vasos que expresan VCAM-1 en tumores.45

En los estudios de localización in vivo, ninguno de los vasos en órganos normales, incluyendo vasculatura VCAM-1 
positiva de corazón y pulmón, se tiñeron, indicando que PS estaba ausente de la superficie externa de las células 
endoteliales. Por otro lado, cuando las secciones de los tejidos normales y tumores se tiñeron directamente con 
anticuerpo anti-PS in vitro, no hubo diferencias visibles entre tipos de células normales y tumorales endoteliales y 
otros tipos, mostrando que PS estaba presente dentro de estas células pero únicamente comienza a expresarse 50
sobre la superficie de células endoteliales en tumores.

La especificidad de la detección de PS se confirmó mediante dos estudios independientes. Primero, un anticuerpo 
monoclonal IgM de ratón dirigido contra un lípido cargado negativamente diferente, cardiolipina, no se dirigió contra 
el tumor o ningún órgano in vivo. En segundo lugar, el tratamiento previo de secciones congeladas con acetona 
anuló la tinción con anticuerpo anti PS, presumiblemente porque este extrae los lípidos junto con el anticuerpo anti-55
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PS unido.

Ejemplo III

La anexina V bloquea la actividad de coaguligando

El presente ejemplo proporciona una evidencia adicional de la función de la expresión de PS en la superficie en la 
actividad coaguligando de estudios usando el ligando de unión a PS de alta afinidad, la anexina V, que bloquea la 5
función de PS in vitro e in vivo.

A. La anexina V bloquea la activación de coaguligando del factor X in vitro

La capacidad de Anexina V para afectar en la formación del Factor Xa inducida por coaguligando se determinó 
mediante un ensayo cromogénico. Se incubaron células de bEnd.3 estimuladas con IL-1α con anti-VCAM-•tTF y se 
permeabilizaron con saponina. Se añadió Anexina V a concentraciones que variaban de 0,1 a 10 μg/ml y las células 10
se incubaron durante 30 minutos antes de la adición de Proplex T diluido. Se determinó la cantidad de Factor Xa 
generado en presencia o ausencia de Anexina V. Cada tratamiento se realizó por duplicado y se repitió al menos dos 
veces.

La necesidad de la expresión PS en la superficie en la acción del coaguligando se indica adicionalmente mediante el 
hallazgo de los inventores de que la anexina V, que se une a PS con alta afinidad, bloquea la afinidad del anti-15
VCAM-1•tTF unido a las células bEnd.3 para generar el factor Xa in vitro.

La anexina V añadida a células permeabilizadas preincubadas con anti-VCAM-1•tTF inhibió la formación de factor 
Xa de una manera dependiente de la dosis. En ausencia de Anexina V, el coaguligando unido a las células produjo 
95 ng de factor Xa por 10.000 células por 60 minutos. La adición de cantidades crecientes de Anexina V (en el 
intervalo de μg por ml) inhibió la producción del factor Xa. A 10 μg o ml, la Anexina V inhibió la producción del factor 20
Xa un 58 %. No se observó inhibición adicional aumentando la concentración de Anexina V durante el ensayo, lo que 
indicaba que la anexina V saturaba todos los sitios de unión disponibles a 10 μg por ml.

B. La anexina bloquea la actividad de coaguligando in vivo

La capacidad de la Anexina V para inhibir la trombosis inducida por coaguligando in vivo se examinó en ratones 
SCID portadores de Hodgkin L540. Los tumores se desarrollaron en ratones y se inyectó a dos ratones por grupo 25
(tamaño de tumor 0,5 cm de diámetro) por vía intravenosa a través de la vena caudal con uno de los siguientes 
reactivos: a) solución salina; b) 100 μg de Anexina V; c) 40 μg de anti-VCAM-1•tTF; d) 100 μg de Anexina V seguido 
de 2 horas después mediante 40 μg de anti-VCAM-1•tTF.

Cuatro horas después de la última inyección se anestesió y perfundió a los ratones con solución salina heparinizada. 
Los tumores se extirparon, se fijaron con formalina al 4 %, se incluyeron en parafina y se tiñeron con hematoxilina 30
eosina. Se contó el número de vasos sanguíneos trombosados y no trombosados y se calculó el porcentaje de 
trombosis.

La Anexina V también bloquea la actividad del coaguligando anti-VCAM-1•tTF in vivo. Los grupos de ratones 
portadores de tumores se trataron con uno de los siguientes reactivos de control o ensayo. Los ratones recibieron (a) 
solución salina; (b) 100 μg de Anexina V; (c) 40 μg de coaguligando anti-VCAM-1•tTF; o (d) 100 μg de Anexina V 35
seguido de 2 horas después por 40 μg de coaguligando anti-VCAM-1•tTF. Se obtuvieron idénticos resultados en los 
dos ratones por grupo.

No se observaron trombosis espontánea, hemorragias o necrosis en los tumores procedentes de ratones inyectados 
con solución salina. El tratamiento solo con Anexina V no alteró la morfología del tumor. 

De acuerdo con otros datos presentados en el presente documento, 40 μg de coaguligando anti-VCAM-1•tTF causó 40
trombosis en el 70 % de los vasos sanguíneos tumorales totales. La mayoría de los vasos sanguíneos se ocluyeron 
con eritrocitos y coágulos empaquetados y las células tumorales se separaron entre sí. Ambos efectos antitumorales 
inducidos por coaguligando, es decir, trombosis intravascular y cambios en la morfología celular tumoral, se anularon 
por completo tratando previamente los ratones con Anexina V.

Estos hallazgos confirman que los efectos antitumorales de los coaguligandos están mediados a través del bloqueo 45
de la vasculatura tumoral. Estos datos también demuestran que PS es esencial para trombosis inducida por 
coaguligando in vivo.

Ejemplo IV

Generación de anticuerpos contra aminofosfolípidos, fosfolípidos aniónicos y complejos

Este ejemplo describe un protocolo de inmunización diseñado por los inventores a la luz de sus observaciones sobre 50
la traslocación de aminofosfolípidos y fosfolípidos aniónicos en células endoteliales vasculares tumorales, y 
descubrir que funcionan bien en la generación de anticuerpos contra aminofosfolípidos y fosfolípidos aniónicos. Se 
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obtuvieron diversos anticuerpos reactivos con aminofosfolípidos y fosfolípidos aniónicos, tales como PS y PE. En los 
presentes ejemplos y siguientes, para simplificar, los anticuerpos reactivos con PS se denominaron “anticuerpos anti 
PS”, aunque la unión de algunos de estos anticuerpos no está limitada a PS pero se extiende para algunos otros 
aminofosfolípidos y fosfolípidos aniónicos como se muestra en el presente documento. 

A. Protocolo de inmunización5

Para presentar los aminofosfolípidos y fosfolípidos aniónicos al sistema inmunitario como fuertes inmunógenos, los 
aminofosfolípidos y fosfolípidos aniónicos se formularon como células positivas a aminofosfolípidos y positivas a
fosfolípidos aniónicos. Los aminofosfolípidos y fosfolípidos aniónicos insertados en la membrana, rodeados por otros 
componentes de la membrana, tenían una mejor conformación y tasa de eliminación para suscitar anticuerpos.

El intento era inmunizar animales inmunocompetentes con células autólogas que expresan aminofosfolípidos y 10
fosfolípidos aniónicos, como se ilustra en este caso mediante PS, en el que los animales no pueden producir 
anticuerpos contra todos los antígenos de la propia superficie, pero reconocerían los fosfolípidos expuestos en la 
membrana, por ejemplo PS, como un elemento ajeno. El procedimiento es aplicable al uso de cualquier animal de 
laboratorio estándar, tales como ratones BALB/c inmunocompetentes y ratas Lewis, con cualquier célula positiva a 
aminofosfolípidos y positiva a fosfolípidos aniónicos.15

Los ratones BALB/c y células de endotelioma de ratón, bEnd.3 (células endoteliales de ratón inmortalizadas (cepa 
BALB/c)) se seleccionaron en primer lugar. Se cultivaron bEnd.3 en DMEM al 10 % con tampón HEPES 9 ml/500 ml 
en un incubador con CO2 al 10 %. Las células bEnd.3 se expandieron en matraces T175 TC hasta obtener el 
número de células deseado. Típicamente, cada matraz a ~70-80 % de confluencia tenía aproximadamente 3 x 106

células y cada ratón debe recibir de 1 x 106 a 20 x 106 células, hasta 1 x 107 células.20

Las células bEnd.3 se trataron con 50 μM a 200 μM de peróxido de hidrógeno durante 1 o 2 horas a 37 °C para 
exponer los fosfolípidos aniónicos, tales como PS, antes de la inmunización. La solución madre de H2O2 es [9,8 M]; 
30 % (v/v). Esto se diluyó a 1:1000, después se añadieron 0,4 ml en los matraces T175 TC con 40 ml de medio a 
una concentración final de H2O2 de 100 μM. Las células se mantuvieron durante 1 hora a 37 °C. Para la recogida, las 
células se lavaron 3X con PBS caliente, + EDTA 10 mM, para retirar todo la BSA o la proteína sérica en el medio. 25
Las células se retiraron con tratamiento suave con tripsina, se lavaron y centrifugaron durante 5 minutos a 1000 rpm. 
El sobrenadante se aspiró y las células se resuspendieron en DMEM sin aditivos al volumen apropiado (cada ratón 
recibió aproximadamente 1 x 107 células en 200 μl) y se mantuvieron en hielo.

Las células tratadas de esta manera se inyectaron IP (200 μl de suspensión celular) en cada ratón usando una 
jeringa de 1 ml y una aguja de calibre 23. Los ratones se inmunizaron de tres a siete veces a intervalos de 3 a 4 30
semanas. Los sueros inmunitarios se recogieron exsanguinando a los ratones diez días después de cada refuerzo, 
comenzando desde el segundo refuerzo. La titulación del suero para anti-PS se ensayó por ELISA.

Estas inmunizaciones con células positivas a PS autólogas no dieron como resultado una producción no restringida 
de autoanticuerpos, pero fue limitada para la producción de anticuerpos reactivos con PS, reactivos con PS en 
combinación con otros aminofosfolípidos y fosfolípidos aniónicos y/o reactivos con PS en combinación con proteínas 35
en suero.

En otro estudio, se inmunizó a ratas Lewis hembra con células endoteliales bEnd.3 que se habían tratado con 200 
μM de peróxido de hidrógeno durante 2 horas. El tratamiento causó la translocación de fosfolípidos aniónicos en la 
superficie externa en el 70-90 % de las células detectadas por anexina V marcada con 

125
l. Las células tratadas se 

lavaron, se desprendieron y se contaron. Dos millones de células se suspendieron en PBS estéril y se inyectaron 5 40
veces i.p., con un intervalo de 3 semanas entre inyecciones. El título de anticuerpos policlonales contra fosfolípidos 
aniónicos se determinó 2 días después de cada inmunización.

B. Antisueros de alta titulación

Se obtuvieron ratones con títulos extremadamente altos de anticuerpos reactivos con fosfolípidos aniónicos tales 
como PS (Tabla 1). Los ratones no mostraron ningún signo de toxicidad. Aunque este protocolo de inmunización era 45
más efectivo en ratones que en ratas en su conjunto, la inmunización de las ratas fuer efectiva y produjo el 
anticuerpo 9D2 (véase más abajo).

TABLA 1

Generación del anticuerpo IgG anti-PS

Intervalo de Titulación Número de Ratones por Grupo

(% de total)

1:100-1:1.000 2/30 (6,66 %)
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1:1000-1:10.000 5/30 (16,6 %)

1:10.000-1:100.000 18/30 (60 %)

1:100.000-1.000.000 5/30 (16,6 %)

En adicionales inmunizaciones, diversos ratones se inmunizaron tres veces con células bEnd.3 tratadas con 
peróxido de hidrógeno y el suero se ensayó 54 días después de la primera inmunización. Los anticuerpos IgG 
reactivos con PS dentro del suero se detectaron con un IgG antiratón, el anticuerpo secundario específico de Fc y 
los anticuerpos IgM dentro del suero se detectaron con un anticuerpo secundario específico de IgG mu antiratón. Se 5
obtuvieron diversos antisueros efectivos con IgG e IgM reactivos con PS usando este protocolo de inmunización, del 
cual los antisueros con anticuerpos IgG eran generalmente más efectivos.

Estos métodos pueden ahora usarse para generar partículas adicionales de anticuerpos anti PS, por ejemplo, 
incluyendo los explorados para la competición de manera eficaz con el anticuerpo 3G4 descrito más adelante. 
Típicamente, cuando la titulación de IgG de los anticuerpos deseados para PS alcanza >200.000, pero la titulación 10
de PC es <50.000, la fusión puede realizarse para generar el anticuerpo monoclonal.

Además, estos métodos no se limitan a un tratamiento de células inicial con H2O2, ya que pueden usarse otros 
métodos para inducir la expresión de aminofosfolípidos y fosfolípidos aniónicos. Por ejemplo, el tratamiento con TNF 
y actinomicina D es otro método útil. En un caso, las células bEnd.3. subconfluentes (~85% de confluencia) se 
trataron con TNF de ratón a 10 ng/ml y actinomicina a 1 μg/ml durante 16 horas a 37 °C en la incubadora. Después 15
las células se cogieron a través del procedimiento de inmunización como se ha indicado anteriormente. El 
tratamiento con el agente alterador de membrana, lisofosfatidilcolina (LPC) también se usó para inducir la exposición 
de PS.

C. Anticuerpos monoclonales IgG e IgM

Se obtuvieron hibridomas por fusión de esplenocitos de animales inmunizados con células de mieloma 20
P3X63AG8.653 acompañantes (ATCC, Rockville, MD). 

Un aspecto importante de la técnica de los inventores para preparar anticuerpos monoclonales útiles en el 
tratamiento de tumor es la estrategia de selección, que implica explorar anticuerpos seleccionados que se unen a 
aminofosfolípidos o fosfolípidos aniónicos, pero no a fosfolípidos neutros. Otro aspecto importante es seleccionar 
anticuerpos que no causen o contribuyan significativamente al síndrome antifosfolípido.25

Esta estrategia es aislar anticuerpos monoclonales reactivos con PS, por ejemplo, implicados en la exploración de 
sobrenadantes de hibridoma en placas recubiertas de PS usando una IgG anti ratón, anticuerpo secundario 
específico de Fc gamma. La exploración se realizó primero contra cuatro fosfolípidos (PS, fosfatidilserina; PE, 
fosfatidiletanolamina; CL, cardiolipina y PC fosfatidilcolina) así como en células bEnd.3. Los clones reactivos con el 
fosfolípido neutro PC se desecharon así como los clones no reactivos con las células bEnd.3. Se seleccionaron 30
clones anti PS de alta unión. Los pocillos que tenían solo reactividad con PS, o fuerte preferencia por PS se 
subclonaron en primer lugar y los pocillos que presentaron reactividad con PS en combinación con la unión a otros 
fosfolípidos aniónicos se subclonaron en segundo lugar. 

En algunos de los estudios siguientes, también se incluyeron los anticuerpos IgM monoclonales de ratón 
denominados 3SB, D11 y BA3 producidos como se describe por Rote et al. (1993). El anticuerpo 3SB se describió 35
en la bibliografía como un anticuerpo anti-PS y el anticuerpo D11 se describió en la bibliografía como un anticuerpo 
anti-cardiolipina (anti-CL). En Rote et al. (1993) se describen detalles de la generación y caracterización de estos 
anticuerpos.

Se determinó el isotipo de cada hibridoma seleccionado generado por los inventores. Como los anticuerpos de clase 
IgG tenían numerosas ventajas sobre IgM, incluyendo típicamente mayor afinidad, menor tasa de eliminación in vivo40
y simplicidad de purificación, modificación y manipulación, su generación fue particularmente deseada. Para 
centrarse en pocillos con isotipo IgG homogéneo, los pocillos que contenían IgM o una mezcla de diferentes Ig se 
desecharon o reclonaron. La subclonación de clones altamente positivos se repitió de tres a cuatro veces.

El isotipo de los anticuerpos IgG e IgM representativos, determinado por ELISA, se muestra en la Tabla 2. Los 
inventores inicialmente denominaron al anticuerpo 3G4 “F3-G4”, antes de cambiar la designación a 3G4. Esto no 45
refleja ningún cambio en el material biológico. La dependencia del suero o independencia de los anticuerpos también 
se expone en la Tabla 2 (véase también el ejemplo XXX).
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TABLA 2

Isotipo y dependencia de suero de los anticuerpos anti-PS

Nombre Origen Especie/Isotipo ¿Cofactor en suero?

3SB Rote et al, 1993 IgM Kappa de Ratón No

D11 N. Rote IgM Kappa de Ratón

BA3 Rote et al, 1993 IgM Kappa de Ratón

3G4 Este estudio IgG3 Kappa de Ratón Sí, β2-glucoproteína I

2aG4 Este estudio IgG2a de ratón Si

Ch3G4 Este estudio IgG1 quimérica humana Sí 

9D2 Este estudio IgM Kappa de Rata No

P2D9 Este estudio IgG3 de ratón

1B12 Este estudio IgG1Kappa de ratón

1B9 Este estudio IgG1Kappa de ratón Sí 

3B10 Este estudio IgG3Kappa de ratón Sí, al menos β2-
glucoproteína I

2G7 Este estudio IgG1Kappa de ratón Sí 

7C5 Este estudio IgG1Kappa de ratón Sí

3F8 Este estudio IgG3 de ratón

Anexina V No

D. Protocolo ELISA y caracterización inicial de anticuerpo

Adicionalmente los anticuerpos se estudiaron mediante ELISA y se compararon con 3SB y D11. El ELISA anti PS 5
usado en ejemplos de los presentes estudios se realizó de la siguiente manera. Salvo que se especifiquen 
diferencias particulares, este es el formato de ELISA usado en todos los estudios de la presente solicitud. 
Posteriormente se desarrollaron otros tipos de ELISA y los resultados de estos estudios se exponen en el Ejemplo 
XXX.

El ELISA del presente ejemplo se ilustra usando el antígeno PS (P-6641 25 mg 10 mg/ml (el disolvente es 10
cloroformo:MeOH 95:5) en un frasco de 2,5 ml). Usando el mismo protocolo pueden usarse otros fosfolípidos. La 
solución madre de PS (u otros fosfolípidos deben dividirse en alícuotas y conservarse en un envase herméticamente 
cerrado a -30 °C. Las placas de 96 pocillos preferidos son Immulon 1 de fondo en forma de U de Dynatech (de 
Laboratorios Dynatech, nº de Catálogo 011-010-3550).

El tampón de bloqueo convencional usado en el presente ejemplo es suero bovino al 10 % disuelto en PBS. Son 15
idóneas otras soluciones de bloqueo, pero cualquier detergente debe excluirse de las soluciones de bloqueo y 
lavado. El anticuerpo primario es la muestra de ensayo o mezcla. El anticuerpo secundario preferido es IgG de cabra 
anti-ratón conjugada a HRP. Las soluciones de revelado fueron: 10 ml de Na2PO4 0,2 M, 10 ml de ácido cítrico 0,1 
M, un comprimido de OPD de 10 mg y 10 μl de peróxido de hidrógeno. La solución de terminación es H2SO4 0,18 M.

El protocolo del presente ejemplo conlleva el recubrimiento de una placa de 96 pocillos con PS de la siguiente 20
manera: se diluye la solución madre de PBS en n-hexano a 10 μg/ml y se mezcla bien. Se añaden 50 μl a cada 
pocillo y se deja evaporar durante una hora. Se añaden 200 μl de suero al 10 % (u otro tampón de bloqueo) a cada 
pocillo, se cubre y se mantiene a temperatura ambiente durante 2 horas o durante una noche a 4 °C. Se lava la 
placa tres veces con PBS. Se añade un anticuerpo primario (diluido en tampón de bloqueo) y se incuba durante 2 
horas a 37 °C. Se lava tres veces con PBS. Se añaden 100 μl/pocillo de anticuerpo secundario (típicamente IgG de 25
cabra anti-ratón conjugada a HRP u otro anticuerpo secundario apropiado) y se incuba durante 1 hora a 37 °C. Se 
lava la placa tres veces con PBS. Se revela el ELISA añadiendo 100 μl de solución de revelado a cada uno de los 
pocillos, se revela durante 10 minutos y después se añaden 100 μl de solución de determinación a cada placa y se 
lee la D.O. a 490 nm.

Los siguientes resultados se presentan para 9D2, 1B12, 3G4 y 1B9. La afinidad de estos anticuerpos por PS se 30
determinó y se comparó con la de 3SB. Algunas de las afinidades relativas de los nuevos anticuerpos están mucho 
más mejoradas en comparación con la 3SB (Tabla 3).
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TABLA 3 

Afinidad relativa de anticuerpos anti-PS

Nombre CE50

(μg/ml)1

Unión frente a 3SB 
(aumento en veces)

CE50

(nM)2

Afinidad frente a 3SB 
(aumento en veces)

3SB 0,468 1 0,518 1

D11 >40,0 0,011 >44,4 0,011

9D2 0,104 4,50 0,115 4,50

1B12 0,312 1,50 2,07 0,25

3G4 0,040 11,7 0,266 1,94

1B9 0,019 24,6 0,126 4,11

Anexina V3 0,100 4,68 2,77 0,18

1Basado en diluciones de sobrenadantes de Cultivo Tisular; concentración de IgG e IgM se 
determinaron mediante ELISA de tipo sándwich usando cualquiera de los Ig de antiratón o rata 
como anticuerpos de captura. Todos los clones se segregan en un promedio de 10 a 15 μg/ml de 
Ig.
2PM usado para la conversión: IgM - 900 kDa, IgG - 150 kDa, Anexina V - 36 kDa
3Afinidad de Anexina V con respecto a PS está en el intervalo de 0,1 nM a 1 nM. El valor en esta 
tabla representa la unión de Anexina V biotinilada comercial detectada por estreptavidina-HRP 
usando las mismas condiciones ELISA que las de los anticuerpos anti PS.

La especificidad de los anticuerpos se determinó mediante ELISA usando placas revestidas con los siguientes 
fosfolípidos: PS, fosfatidilserina; PE, fosfatidiletanolamina; PI, fosfatidilinositol; PA, ácido fosfatídico; PG, 
fosfatidilglicerol; PC, fosfatidilcolina; CL, cardiolipina; y SM, esfingomielina. Los perfiles de especificidad de 9D2, 5
1B12, 3G4 y 1B9, en comparación con 3SB y D11, se muestran en la Tabla 4.

TABLA 4

Especificidad de los fosfolípidos de anticuerpos anti PS

Nombre Fuerza Relativa de Reactividad Sobre ELISA1,2

3SB PS=PA>>CL, PI , PE, PG

D11 CL=PA>>PS, PI, PE, PG

3G4 PS=PA=PI=PG=CL>>PE

2aG4 PS=PA=PI=PG=CL>>PE

Ch3G4 PS=PA=PI=PG=CL>>PE

9D2 PA>PS=CL>PG=PI>>PE

P2D9 PS > PE = CL (No PC)

1B12 PS=PA>CL>PE=PI, PG

3B10 PS=PA=PI>>PE

1B9 Solo PS

2G7 Solo PS

7C5 Solo PS

3F8 PS > PE > CL (poco o sin PC)

Anexina V PS=PE=PI=PA>CL>PG
1
El símbolo > indica al menos una diferencia de 2 veces en la 

unión a diversos fosfolípidos ensayados a una concentración 
idéntica de anticuerpo.
2El símbolo >> indica al menos una diferencia de 10 veces en 
la unión con diversos fosfolípidos ensayados a una 
concentración idéntica de anticuerpos.

ES 2 565 543 T3

 



88

Los anticuerpos 1B9, 2G7 y 7C5 se comportan esencialmente igual. Estos anticuerpos reconocen solo PS y 
requieren suero o proteínas séricas para la unión a PS. La unión de 1B9, 2G7 y 7C5 a diversos fosfolípidos en el 
presente ejemplo se ensayó solamente en presencia de suero bovino al 10 %, mientras que la unión de otros 
anticuerpos se ensayó bien en ausencia o en presencia de suero. 3SB está esencialmente desprovisto de 
reactividad con fosfatidiletanolamina y fosfatidilinositol, así como con fosfatidilcolina y esfingomielina (Tabla 4).5

E. Caracterización adicional de anticuerpos

Se ensayó adicionalmente la reactividad del anticuerpo 3G4 con fosfolípidos inmovilizados en plástico. Los 
fosfolípidos se disolvieron en n-hexano a una concentración de 50 μg/ml. A los pocillos se añadieron 100 μl de esta 
solución de placas de microtitulación de 96 pocillos. Después de la evaporación de disolvente en aire, las placas se 
bloquearon durante 2 h con FBS al 10 % diluido en DPBS que contenía Ca2+ 2 mM (tampón de ensayo). El 10
anticuerpo 3G4 se diluyó en el tampón de ensayo en presencia de suero bovino al 10 % a una concentración inicial 
de 33 nM. Se prepararon diluciones en serie de factor dos en las placas (100 μl por pocillo). Después, las placas se 
incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de lavar, se usó IgG de cabra anti-ratón conjugada a 
HRP (diluida a 1:1000) para detectar 3G4. Los reactivos secundarios se detectaron usando sustrato cromogénico 
OPD seguido por la lectura de las placas a 490 nm usando un lector de microplacas (Molecular Devices, Palo Alto, 15
CA).

La especificidad del reconocimiento de fosfolípidos se confirmó adicionalmente mediante ensayos de competición 
con diversos liposomas. Los liposomas se prepararon a partir de soluciones de 5 mg de un solo fosfolípido (PS, PI, 
PC, CL, PA) en cloroformo. Las soluciones se secaron con nitrógeno para forma una fina capa en un matraz de 
vidrio con fondo redondo. Después se añadieron 10 ml de tampón de ensayo (0,1 M, pH 7,4) y los matraces se 20
sometieron a ultrasonido cinco veces durante 2 minutos. El 3G4 (6,6 nM) se incubó previamente con 200 μg/ml de 
solución de liposomas durante 1 hora a temperatura ambiente. La mezcla se añadió a placas recubiertas con 
fosfolípidos. La capacidad de 3G4 para unirse a un fosfolípido inmovilizado en presencia o en ausencia de los 
diferentes liposomas se determinó como se ha descrito anteriormente.

Los estudios en curso mostraron que 3G4 es un anticuerpo monoclonal IgG3 κ de ratón que reconoce 25
específicamente a fosfolípidos aniónicos. Se une fuertemente a placas ELISA recubiertas con fosfolípidos aniónicos 
(PS, PA, CL, PI) en presencia de suero bovino al 5 % (FIG. 4) o suero humano. Se observó una unión semimáxima 
con 3G4 a concentraciones de 0.2 a 0,4 nM (FIG. 4). 3G4 no se une a fosfolípidos neutros (PE, PC y SM) en ELISA. 
Los anticuerpos monoclonales IgG3 de ratón de control de especificidad irrelevante no se unieron. La unión se 
bloqueó mediante liposomas preparados a partir de fosfolípidos aniónicos, pero no de fosfolípidos preparados a 30
partir de fosfolípidos neutros (FIG. 3).

3G4 se unió a placas ELISA revestidas con PS, PA y CL sintéticos que tenían cadenas laterales de dipalmitoilo 
saturadas (no oxidables) y a ácido silofosfatídico que tenía una sola cadena lateral de ácidos grasos. La unión no se 
vio afectada por la presencia de EDTA 5 mM, mostrando que la unión no es dependiente de Ca2+.

En los estudios del presente ejemplo, en ausencia de suero, la unión a placas ELISA revestidas con fosfolípidos 35
aniónicos se redujo un 90 %. La unión completa se restableció en presencia de β2-glucoproteína I humana 1 mg/ml. 
La unión no se vio afectada por protrombina, proteína C, proteína S, LDL oxidado, quininógeno de alto peso 
molecular, quininógeno de bajo peso molecular, factor XII, activador de plasminógeno tisular o anexina A5. Por tanto 
ahora se ha descubierto que el anticuerpo 3G4 reconoce fosfolípidos aniónicos en presencia de suero o β2-
glucoproteína I. En el Ejemplo XXX se presentan los resultados de estudios posteriores relacionados con esta 40
caracterización.

PS es el fosfolípido aniónico más abundante de la membrana plasmática y está segregado fuertemente en la cara 
interna de la membrana plasmática en células normales en condiciones normales. PS es un aminofosfolípido. PE es 
también un aminofosfolípido, pero PE es neutro, no aniónico. En lugar de funcionar como un aminofosfolípido neutro, 
PE se comporta de manera similar a PS y está normalmente estrechamente segregado en la cara interna de la 45
membrana plasmática.

PI es otro fosfolípido aniónico principal de la membrana plasmática, que está adicionalmente fuertemente segregado 
en la cara interna en células normales en condiciones normales. PA y PG son fosfolípidos aniónicos minoritarios de 
la membrana plasmática (Hinkovska-Galcheva et al., 1989), que también se segregan normalmente en la cara 
interna. CL es un fosfolípido aniónico presente en las membranas mitocondriales, y típicamente está ausente de la 50
membrana plasmática.

PC y SM son fosfolípidos de la membrana plasmática neutros que contienen colina. Cada uno de PC y SM se 
localizan predominantemente en la cara externa en condiciones normales.

De acuerdo con el modelo de los inventores para la expresión diferencial de aminofosfolípidos y fosfolípidos 
aniónicos entre vasos sanguíneos normales y tumorales, ninguno de los anticuerpos desarrollados usando el 55
protocolo seleccionado reaccionó con los fosfolípidos neutros, PC y SM. El anticuerpo 1B9 fue específico para PS, 
mientras que 9D2, 1B12 y 3G4 se unieron a fosfolípidos aniónicos y aminofosfolípidos con las preferencias 
mostradas en la Tabla 4. El anticuerpo 9D2 también se describe en el Ejemplo VI.
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Ejemplo V

La fosfatidilserina externalizada es un marcador global de vasos sanguíneos tumorales

El presente ejemplo muestra que la exposición de PS se produce en células endoteliales en cada uno de los diez 
tumores sólidos diferentes que crecen en ratones y no está limitado al modelo tumoral L540 descrito en el Ejemplo II.

La PS externalizada in vivo se detectó inyectando un anticuerpo monoclonal dirigido contra PS por vía intravenosa 5
en ratones portadores de diversos tipos de tumores humanos o murinos. Se muestra que los anticuerpos anti-PS se 
unen específicamente al endotelio vascular en los diez diferentes modelos tumorales. El endotelio vascular en 
órganos normales procedente de los mismos ratones no se tiñó. Un anticuerpo monoclonal de control del mismo 
isotipo no se localizará en ninguna de las células tumorales normales. También se identificaron con 
inmunohistoquímica células apoptóticas, en las que solo algunas células endoteliales en tumores expresaban 10
marcadores de apoptosis. 

Por lo tanto el presente ejemplo muestra que las células endoteliales vasculares en tumores pero no en vasos 
normales externalizan PS. La mayoría de las células endoteliales tumorales que tienen PS expuesta no eran 
apoptóticas. Por tanto PS es un marcador abundante y accesible de vasculatura tumoral que puede usarse para la 
formación de imágenes y terapia de vasos tumorales. 15

A. Tumores L540, H358 y HT29

El anticuerpo anti-PS usado en estos estudios fue el anticuerpo IgM monoclonal de ratón denominado 3SB (Ejemplo 
IV, Rote et al, 1993). 3SB se une principalmente a PS, pero también reacciona con PA, un fosfolípidos aniónico 
relativamente minoritario con una distribución similar a la de PS. El anticuerpo anti-CL usado fue el anticuerpo IgM 
monoclonal de ratón denominado D11 (Ejemplo IV, Rote et al, 1993).20

La exposición de PS sobre el endotelio vascular normal y tumoral se examinó primero en tres modelos tumorales 
animales: linfoma de Hodgkin humano L540, carcinoma de pulmón no microcítico humano NCIH358 (NSCLC) y 
carcinomas colorrectales humanos HT29. Para el desarrollo de los tumores in vivo, se inyectaron 2 x 106 células en 
el costado derecho de ratones SCID y se dejó que los tumores alcanzasen 0,8-1,2 cm de diámetro.

Se inyectó a los ratones portadores de tumores grandes (volumen por encima de 800 mm3) por vía intravenosa a 25
través de la vena caudal con 20 μg de cualquiera de los anticuerpos anti-PS o anti-CL. Una hora después de la 
inyección se anestesió a los ratones y su circulación sanguínea se perfundió con solución salina heparinizada. Los 
tumores y órganos normales se extirparon y se congelaron al instante para la preparación de criosecciones. La IgM 
de ratón se detectó usando IgM de cabra anti-ratón (μ, específica) - conjugada a HRP seguido de revelado con 
carbazol. Al menos se examinaron 10 campos al azar por sección a un aumento de 40 y se calculó el porcentaje 30
promedio de vasos positivos.

Los anticuerpos anti-PS retornaron específicamente a la vasculatura de los tres tumores (HT29, L540 y NCI-H358) in 
vivo, indicado por la detección de IgM de ratón. En este primer estudio, los porcentajes promedio de los vasos 
teñidos en los tumores fueron de 80 % para HT 29, 30 % para L540 y 50 % para NCI-H358. Los vasos en todas las 
regiones de los tumores se tiñeron y hubo una tinción tanto para los capilares pequeños como para vasos más 35
grandes.

No se observó tinción de vasos con anticuerpos anti PS en ninguno de los tejidos normales. En el riñón, los túbulos 
se tiñeron tanto en receptores anti-PS como anti-CL y esto se relaciona con la secreción de IgM a través de este 
órgano. Los anticuerpos anti-CL no se detectaron en ninguno de los tumores o tejidos normales, excepto en el riñón. 
Estos hallazgos indican que únicamente el endotelio tumoral se expone PS en el sitio externo de la membrana 40
plasmática.

B. Tumores L540 pequeños y grandes

Para estimar el tiempo al cual la vasculatura tumoral pierde la capacidad de segregar PS en el lado interno de la 
membrana, se examinó la localización de anti-PS en tumores L540 que variaban en volumen de 140 a 1.600 mm3.

Los ratones se dividieron en 3 grupos de acuerdo con el tamaño de su tumor: 140-300, 350-800 y 800-1,600 mm3. El 45
Ac anti-PS no se detectó en tres ratones portadores de tumores L540 pequeños (hasta 300 mm3). El Ac anti-PS 
localizado en 3 animales de 5 en el grupo de tamaño intermedio de tumores L540 y en todos los ratones (4 de 4) 
portadores de tumores L540 grandes (Tabla 5). El porcentaje de vasos sanguíneos positivos a PS de total 
(identificado por un marcador panendotelial Meca 32) fue de 10-20 % en el grupo intermedio de L540 y 20-40 % en 
el grupo de tumores L540 grandes (Tabla 5).50
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TABLA 5 

Externalización de PS detectada en tumores de tamaño mediano y grande

Tamaño del Tumor (mm3) nº de Tumores Positivos/Total* % de Vasos Positivos a PS/Total†

350-800 3/5 10-20

850-1.600 4/4 20-40

*Los ratones portadores de tumores Cy L540 se dividieron en tres grupos de acuerdo con el tamaño 
del tumor. Se inyectaron 20 μg de anticuerpo anti-PS i.v. y se dejó circular durante 1 hora. Los 
anticuerpos de ratón se detectaron en secciones congeladas usando anti-IgM de ratón conjugado con 
peroxidasa.

†Número total de vasos sanguíneos se determinó usando el Ab panendotelial Meca 32. Los vasos 
positivos a PS y positivos a Meca se contaron en 4 campos por sección transversal de tumor. Se 
muestra el intervalo del % de vasos positivos a PS dentro del mismo grupo.

C. Tumores L540, H358, HT29, Colo26, B16 y 3LL

Usando los mismos anticuerpos anti-PS (3SB) y anti-CL (D11), la exposición de PS sobre endotelio tumoral y normal 5
vascular se examinó en estudios adicionales usando modelos de tres tumores animales adicionales (seis en total): 
linfoma de Hodgkin humano L540, carcinoma de pulmón no microcítico humano NCIH358 (NSCLC), carcinomas 
colorrectales humanos HT29, carcinomas de colon de ratón Colo26, melanomas de ratón B16 y tumores de pulmón 
murino de ratón 3LL.

En estos estudios, los tumores se desarrollaron por vía subcutánea en ratones SCID y se dejaron alcanzar a un 10
volumen de 0,4-0,7 cm3. Tres o más ratones se usaron por grupo. Se inyectaron anticuerpos IgM anti-PS o anti-CL 
de ratón (30 μg/ratón) por vía intravenosa en 200 μl de solución salina. Treinta minutos después, los ratones se 
sacrificaron, se exsanguinaron y su circulación sanguínea se perfundió con solución salina heparinizada. Los 
órganos principales y los tumores se recogieron y se congelaron al instante para la preparación de criosecciones. El 
IgM de ratón se detectó usando IgM de cabra anti-rata (específica μ) conjugada con HRP, seguido por el desarrollo 15
con carbazol.

Las secciones en serie de los tumores se tiñeron con un anticuerpo monoclonal, MECA 32, dirigido contra un 
marcador panendotelial de vasos de ratón. Se identificaron vasos positivos a PS morfológicamente y mediante su 
tinción coincidente con anti-IgM de ratón y MECA 32. Se examinaron al menos 10 campos al azar por sección (0,317 
mm2/campo) de una manera oculta mediante dos observadores independientes. El porcentaje de vasos positivos a 20
MECA 32 que se tiñó positivamente para PS se calculó. Se examinaron tres tumores de cada tipo en cada uno de 
dos estudios distintos. Se calcularon los valores medios y los errores típicos (TE). La variación intertumoral en el 
número de vasos totales y positivos a PS en cada grupo de aproximadamente 10 %.

Los seis tumores en este estudio contenían vasos positivos a PS (Tabla 6A). La detección de PS por 3SB fue 
específica ya que no se observó tinción de endotelio tumoral con el anticuerpo anti-CL (Tabla 6A). No se observó 25
localización vascular de los anticuerpos anti-PS o anti-CL en órganos normales distintos de riñones (tinción de los 
túbulos en receptores tanto anti-PS como anti-CL refleja la secreción de IgM a través de este órgano).

TABLA 6A

Localización específica de anticuerpos anti-PS en vasos tumorales

Tejido Anti-PS* Anti-CL

Tumor L540 19,3 ± 3,3 0

Tumor H358 15,6 ± 4,1 0

Tumor HT29 4,2 ± 1,6 0

Tumor B16 40,6 ± 5,4 0

Tumor 3LL 5,3 ± 3,7 0

Tumor Colo26 12,4 ± 2,4 0

Adrenal 0 0

Cerebro 0 0

Corazón 0 0

Riñón 0† 0†

Intestino 0 0
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Tejido Anti-PS* Anti-CL

Hígado 0 0

Pulmón 0 0

Páncreas 0 0

Bazo 0 0

Testículos 0 0

*Los resultados se presentan como el porcentaje medio (± SE) de vasos positivos a 
PS de vasos teñidos con MECA 32 por campo de 0,317 mm2. Se analizaron seis 
tumores de cada tipo. El número promedio de vasos positivos a MECA 32 por campo 
0,317 mm2 fue de 25, 21, 17, 18, 27 y 22 ± 10 % de vasos para tumores L540, H358, 
HT29, B16, 3LL y Colo26, respectivamente
†La tinción tubular no específica de antígeno fue visible tanto en los receptores anti-
PS como anti-CL.

En estos estudios, el porcentaje de vasos positivos a PS varía de 10 % en tumores Colo26 a 40 % en tumores B16. 
IgM anti-PS estaba presente en la superficie luminal de capilares y vénulas en todas las regiones de los tumores. 
Los vasos positivos a PS parecieron ser particularmente frecuentes en y alrededor de regiones de necrosis. Los 
vasos positivos normalmente no muestran anomalías morfológicas que eran obvias a microscopía lumínica. Vasos 5
ocasionales localizados en áreas necróticas mostraron signos morfológicos de deterioro. El anticuerpo anti-PS 
(aunque no el anticuerpo anti-CL) también se localizó en células tumorales apoptóticas y necróticas.

Estos estudios controlados demuestran que PS se expone coherentemente en la superficie luminal de tumores 
endoteliales vasculares en varios tumores, pero no en tejidos normales, y que la expresión de la vasculatura tumoral 
no es específica del modelo.10

D. La mayoría de los vasos tumorales positivos a PS no son apoptóticos

Se usó una técnica de doble marcado para identificar células endoteliales apoptóticas en secciones tumorales. Se 
identificaron células endoteliales con el marcador celular panendotelial MECA 32. Las células apoptóticas se 
identificaron con inmunohistoquímica usando dos marcadores independientes: una forma activa de caspasa-3, que 
identifica cambios citosólicos en células muertas (Krajewska et al, 1997), y ADN fragmentado, que identifica células 15
que tienen alteraciones nucleares (Gavrieli et al, 1992).

La caspasa-3 activa se detectó mediante un anticuerpo específico anti-caspasa 3 de conejo (R&D, Minneapolis, MN) 
seguido por la incubación con IgG anticonejo conjugada con fosfatasa alcalina (AP, Pierce, Rockford, IL). Se 
analizaron otras secciones tumorales mediante ensayo Tunel (kit ApopTag™, Oncor, MD) usando conjugado de 
fosfatasa alcalina antidigooxigenina como un reactivo de detección. Las secciones se tiñeron doblemente para 20
marcadores de apoptosis (rosa) y el marcador celular endotelial, MECA 32 (marrón). Ambos colores fueron 
claramente visibles en las mismas células, si los marcadores de células endoteliales y apoptóticas coinciden.

Las células endoteliales en cinco de los seis tipos de tumores (HT29, H358, B16, Colo26, L540) no mostraron 
ninguno de los marcadores apoptóticos (Tabla 7). El sexto tipo de tumor, 3LL, presentó algunas células endoteliales 
apoptóticas que se localizaron en áreas necróticas. Sin embargo, las células apoptóticas malignas eran comunes en 25
todos los tipos de tumores. El porcentaje de células tumorales apoptóticas varió de 1-2 % en tumores L540 a 12,6-
19,6 % en tumores 3LL.

TABLA 7 

Expresión de marcadores apoptóticos en tumores

Tipo de tumor

caspasa-3 activa Ensayo Tunel

Células 
tumorales (% de 

total)*

Vasos tumorales Células 
tumorales (% de 

total)

Vasos 
tumorales

3LL 19,8 ± 4,3 <1,0† 12,6 ± 3,6, 0

HT29 13,7 ± 2,3 0 7,8 ± 2,5 0

H358 5,8 ± 2,0 0 4,3 ± 1,6 0
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Colo26 5,3 ± 1,5 0 4,1 ± 1,5 0

B16 4,2 ± 1,8 0 3,5 ± 1,6 0

L540 2,3 ± 1,0 0 1,6 ± 0,5 0

*El porcentaje de células tumorales o de vasos sanguíneos tumorales que eran positivos a cualquiera de 
caspasa-3 o Tunel se determinó en diez campos de alta fuerza por sección. Los campos se seleccionar 
al azar junto con dos direcciones perpendiculares de los bordes a través del centro del tumor. Se 
presenta la media (± DT) del porcentaje de células o vasos positivos en tumores de 6 ratones.
†Vasos ocasionales (1 de >100) en el área necrótica de tumor 3LL presentó ambos marcadores de 
apoptosis.

E. Tumores MDA-MB-231 y Meth A

La exposición de PS sobre endotelio vascular tumoral también se examinó en tumores de mama humanos MDA-MB-
231 que se desarrollaron en ratones y en fibrosarcoma Meth A de ratón que se desarrollaba subcutáneamente. El 
anticuerpo usado en este estudio fue el anticuerpo 9D2, generado como se describe en el Ejemplo IV, que es 5
reactivo con fosfolípidos aniónicos.

Como se describe con detalle en el Ejemplo VI, 9D2 se localiza en vasos tumorales en tumores L540, NCI-H358 y 
B16, así como en modelos de tumor mamario MDA-MB-231 que crece ortotópicamente en los panículos adiposos 
mamarios de ratones SCID y fibrosarcoma Meth A de ratón que crece por vía subcutánea. 9D2 se localizó en vasos 
tumorales en los cinco tumores. El endotelio vascular en los tumores mostró tinción de membrana diferente. El 10
anticuerpo 9D2 también se localiza en la membrana y en el citosol de células tumorales necróticas y apoptóticas. No 
se observó localización vascular del anticuerpo 9D2 en 9 de los 10 órganos normales que se examinaron, no 
observándose tinción específica de los túbulos en el riñón.

También se realizaron estudios de doble tinción en los cuales los ratones portadores de tumores mamarios 
ortotópicos MDA-MB-231 se inyectaron por vía i.v. anticuerpo 9D2 biotinilado y posteriormente secciones 15
congeladas se tiñeron con MECA32 conjugado con FITC (Ejemplo VI). Aproximadamente el 40% de los vasos 
positivos a MECA 32 se unieron a 9D2.

F. Tumores MD-MBA-435

En un modelo de cáncer mamario adicional, la exposición de PS sobre endotelio vascular tumoral se examinó en 
células de cáncer mamario humano MDA-MB-435 en células que se desarrollaban en ratones. El anticuerpo usado 20
en estos estudios es una versión quimérica del anticuerpo 3G4 (ch3G4). La generación del anticuerpo 3G4 se 
describe en el Ejemplo IV, y la producción del anticuerpo 3G4 quimérico se detalla en el Ejemplo XIX. La localización 
de ch3G4 en endotelio vascular tumoral en el modelo MDA-MB-435 se describe con más detalle en el Ejemplo XIX.

En resumen, los tumores se establecieron usando células MD-MBA-435s y se administraron versiones biotiniladas 
del anticuerpo 3G4 quimérico e IgG de control de especificidad irrelevante. Las secciones tumorales se tiñeron con 25
estreptavidina conjugada con Cy3 para detectar las proteínas biotiniladas. La doble tinción con el anticuerpo MECA 
32 seguido por anticuerpo secundario anti-IgG de rata etiquetado con FITC se realizó para detectar el endotelio 
vascular. Este método de detección marca las proteínas biotiniladas y el endotelio vascular usando rojo y verde de 
tal manera que las proteínas biotiniladas unidas al endotelio aparecen de color amarillo en una imagen convergente. 
Este estudio muestra una localización específica del anticuerpo 3G4 quimérico con respecto al endotelio vascular 30
tumoral.

En estudios similares, la capacidad de 3G4 para localizarse selectivamente en vasos sanguíneos tumorales in vivo
se determinó inyectando el anticuerpo i.p. o i.v. y exsanguinando a los ratones 1 h, 6 h o 24 h después. Las 
secciones congeladas de los tejidos normales y tumorales se tiñeron con respecto a la presencia de inmunoglobulina 
de ratón. Los ratones SCID que se había confirmado que no tenían inmunoglobulina circulatoria detectable se 35
usaron para impedir la tinción de fondo. En estos estudios, las tinciones se tiñeron por contraste con anti CD31 de 
ratón para detectar el endotelio vascular y las imágenes se combinaron. La coincidencia de la tinción entre 3G4 y 
CD31 localizados se tomaron como una prueba de localización específica. La tinción coincidencia aparece de color 
amarillo, salvo dominada por una fluorescencia verde o roja particularmente intensa en esa región. La especificidad 
antigénica de la localización de los vasos se confirmó mediante la ausencia de tinción endotelial en tumores de 40
ratones a los que se había inyectado anticuerpos de control del mismo isotipo, BBG3.

En estos estudios, 3G4 se localizó en un promedio de 40 ± 10 % de vasos sanguíneos tumorales después de 
inyección i.p. o i.v. en ratones portadores de tumores mamarios MDA-MB-435 ortotópicos, determinado por las 
imágenes combinadas. La localización de los vasos tumorales después de inyección i.p. de 3G4 era visible 1 hora 
después de inyección y era máxima 6 horas después de inyección, mientras que 3G4 inyectado i.v. dio una tinción 45
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máxima al cabo de 1 hora después de la tinción. Los vasos marcados eran visibles en todas las regiones de los 
tumores, pero eran particularmente abundantes en y alrededor de regiones de necrosis. En los vasos más grandes, 
algunas veces se observó la heterogeneidad de la exposición de PS dentro de un solo vaso. Las regiones en las que 
no había 3G4 en el intersticio tumoral también eran visibles alrededor del endotelio de algunos vasos. Las células 
tumorales en y alrededor de las regiones de la necrosis tumoral se tiñeron. No se observó tinción de células 5
tumorales necróticas en tumores de ratones a los que se había inyectado anticuerpo de control, BBG3, lo que 
indicaba que la localización en células tumorales necróticas en ratones a los que se había inyectado 3G4 era 
específica de antígeno.

La localización de 3G4 en el endotelio vascular en tejidos normales no se observó en ratones a los que se había 
inyectado i.v. 3G4 o anticuerpo de control (BBG3) 4 horas antes. Los tejidos normales examinados fueron: corazón, 10
pulmón, hígado, vejiga urinaria, esófago, estómago, páncreas, duodeno, hilio, recto, riñón, glándula renal, bazo, 
cerebro, ojo, glándula salival y ovarios. Ninguno de los componentes vasculares de estos tejidos normales se tiñó.

G. Tumores marcados con RIP

Para el décimo modelo, se examinó la exposición de PS en endotelio vascular tumoral en un modelo de ratón 
transgénico “marcado con RIP” (RIP1-Marca 2) de carcinogénesis multiestado. En este modelo de ratón transgénico, 15
cada ratón desarrolla tumores en islote del páncreas al cabo de 12-14 semanas de vida como resultado de la 
expresión del oncogén del antígeno T (Tag) SV40 en células beta productoras de insulina. Los tumores se 
desarrollan en fases múltiples de islotes hiperproliferativos y requieren un cambio angiogénico para progresar hacia 
malignidad. La metaloproteinasa-9 de matriz controla el cambio angiogénico (REF).

Se realizaron estudios de localización de 9D2 en el modelo RIP1-Tag2 en colaboración con el Dr. Donald McDonald, 20
Profesor de Patología en la UCSF. Se inyectó 9D2 por vía intravenosa en ratones RIP1-Tag2 comenzando a las 10 
semanas de vida, cuando todos los ratones tenían tumores sólidos pequeños, altamente vascularizados. Se realizó 
doble tinción de secciones tumorales gruesas (80 μm) para identificar 9D2 y CD31 localizados en tumores y en 
páncreas normal. Aproximadamente el 50 % de los vasos (positivos a CD31) en tumores pancreáticos habían 
localizado 9D2, mientras que los vasos en los islotes normales no se habían teñido. Los ratones a los que se había 25
inyectado IgM de rata de control tenían una tinción débil y poco frecuente de vasos tumorales. También apareció 
alguna filtración de 9D2 e IgM de rata de control en tejidos extravasculares más allá del endotelio.

H. Resumen de los estudios de localización tumoral

Los inventores han estudiado ahora la localización de diversos anticuerpos anti-PS en vasos sanguíneos tumorales 
en ratones portadores de muchos tumores diferentes. Los resultados combinados de dichos estudios se resumen 30
más adelante en la Tabla 6B. Los anticuerpo anti-PS se localizan en vasos sanguíneos tumorales en todos los 
tumores, mientras que no se observó localización vascular en órganos normales (Tabla 6B).

TABLA 6B

Localización de anticuerpos anti-PS en vasos tumorales y normales

Tejidos Localización

Tejidos Tumorales

Hodgkin L540 + +

NSCLC H358 + +

Colon HT29 + + +

Colon colo26 + +

Melanoma B16 + + +

Pulmón 3LL + + +

MDA-MB-231 + + +

MDA-MB-435 + + +

Rip-Tag + + +

Tejidos Normales

Adrenal -

Cerebro -

Corazón -
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Tejidos Localización

Riñón -

Intestino -

Hígado -

Pulmón -

Páncreas -

Bazo -

Testículo -

El presente ejemplo por lo tanto confirma que las células endoteliales vasculares en tumores externalizan PS y 
fosfolípidos aniónicos en su superficie luminal, donde no pueden unirse mediante anticuerpos anti-PS in vivo. PS 
está ausente de la superficie externa de células endoteliales vasculares en tejidos normales, lo que indica que los 
anticuerpos reconocen PS, anexina V y otros ligandos que pueden usarse para administrar fármacos citotóxicos, 5
coagulantes y radionúclidos para la formación de imágenes selectiva o destrucción de vasos en tumores sólidos.

El endotelio tumoral positivo a PS pareció, en mayor medida, ser viable en los tumores usados en este estudio. No
presenta marcadores de apoptosis, está morfológicamente intacto y es metabólicamente activo, indicado mediante 
su expresión de VCAM-1, E-selectina y otras proteínas renovadas rápidamente. Aunque a menudo se considera 
como indicador de apoptosis, la exposición de PS se ha observado en diversos tipos de células viables, incluyendo 10
células neoplásicas (Rao et al, 1992), (Utsugi et al, 1991) plaquetas activadas (Rote et al, 1993) y trofoblastos 
embrionarios a diversas fases de migración, invasión de matriz y fusión (Adler et al, 1995).

La ausencia de correlación entre la exposición de PS y compromiso con la muerte celular no se ha observado en 
células B de linfoma preapoptóticas que reestablecen la asimetría de PS y crecen normalmente después de la 
retirada de estímulos proapoptóticos (Hammill et al, 1999). En células viables normales, la exposición de PS está 15
probablemente desencadenada por acontecimientos en superficie, tales como interacciones entre ligando-receptor, 
que inducen flujos de Ca2+ en las células (Dillon et al, 2000). Los flujos de Ca2+ activan la escramblasa (Zhao et al, 
1998) e inhiben simultáneamente la aminofosfolípido translocasa (Comfurius et al, 1990).

La PS en vasos tumorales es una diana atractiva para la formación de imágenes del cáncer o terapia por diversas 
razones: es abundante (aproximadamente 3 x 106 moléculas por célula); se encuentra en la superficie luminal del 20
endotelio tumoral, que es directamente accesible para la unión mediante agentes de direccionamiento vascular en la 
sangre; se presenta en un alto porcentaje de células endoteliales tumorales en diversos tumores sólidos y está 
ausente del endotelio en todos los tejidos normales examinados hasta ahora. Los anticuerpos no conjugados, 
agentes de direccionamiento vascular y agentes de formación de imágenes dirigidos contra PS en la vasculatura 
tumoral pueden por lo tanto usarse para la detección y tratamiento de cáncer en seres humanos.25

Ejemplo VI

Los fosfolípidos aniónicos se exponen sobre la superficie de vasos sanguíneos tumorales

Los fosfolípidos aniónicos están muy ausentes de la cara externa de la membrana plasmática de las células de 
mamífero en condiciones normales. La exposición de fosfatidilserina, por ejemplo, sobre la superficie celular se 
produce durante la apoptosis, necrosis, lesión celular, activación de células y transformación neoplásica. El presente 30
ejemplo muestra que los fosfolípidos aniónicos están regulados positivamente sobre la vasculatura tumoral in vivo, 
demostrando por la localización de un anticuerpo específico y ligando natural que se une a fosfolípidos aniónicos.

Un anticuerpo monoclonal, 9D2, que reconoce específicamente a fosfolípidos aniónicos, se inyectó en ratones 
portadores de diversos tumores ortotópicos o ectópicos. Otros ratones recibieron anexina V, un ligando natural que 
se une a fosfolípidos aniónicos. Tanto 9D2 como la anexina V se localizan específicamente en el endotelio vascular 35
en todos los tumores y también en células tumorales y en células de necrosis circundantes. Entre el 15 y el 40 % de 
las células endoteliales en los vasos tumorales se tiñeron. No se detectó localización en endotelio normal.

Diversos factores y condiciones asociadas a tumor conocidas hasta ahora en el microentorno tumoral se examinaron 
con respecto a su capacidad para causar la exposición de fosfolípidos aniónicos en células endoteliales cultivadas, 
como se juzga mediante la unión de 9D2 y anexina V. La hipoxia/reoxigenación, acidez, trombina y citocinas 40
inflamatorias inducen exposición de fosfolípidos aniónicos. El peróxido de hidrógeno también es un fuerte inductor. 
El tratamiento combinado con citocinas inflamatorias e hipoxia/reoxigenación tuvo efectos mayores a los aditivos. La 
exposición demostrada de los fosfolípidos aniónicos sobre el endotelio tumoral in vivo está por tanto posiblemente 
causada por lesión y activación por citocinas y especies de oxígeno reactivas. Independientemente del mecanismo, 
los fosfolípidos aniónicos son marcadores de vasos tumorales que ahora pueden usarse para el direccionamiento de 45
vasos tumorales, la formación de imágenes y terapia.
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A. Materiales y métodos 

1. Materiales

Se obtuvo Na
125

I de Amersham (Arlington Heights, EL). Se obtuvo medio de cultivo tisular Eagle modificado de 
Dulbecco y Ca2+ y Mg2+ que contenía PBS Dulbecco de Gibco (Grand Island, NY). El suero de ternero fetal se obtuvo 
en Hyclone (Logan, Utah). La L-α-fosfatidilserina, L-α-fosfatidilcolina, cardiolipina, L-α-fosfatidilemanolamina, L-α-5
fosfatidilinositol, esfingomielina, ácido fosfatídico, fosfatidilglicerol, O-fenilendiamina, peróxido de hidrógeno y 
trombina procedían de Sigma (St. Louis, MO). Las placas de fondo plano de 24 pocillos se obtuvieron de Falcon 
(Becton Dickinson and Co., Lincoln Park, NJ).

El factor de crecimiento de hepatocitos recombinante (HGF o factor de diseminación) y la actinomicina D eran de 
Calbiochem (San Diego, CA). La interleucina-1 alfa, beta murina recombinante y factor alfa de necrosis tumoral 10
(TNFα) se adquirieron en R&D Systems (Minneapolis, MN). El interferón de Tipo I Universal (proteína híbrida que 
sustituye todos los tipos de interferones) se adquirió en PBL Biomedical Laboratories (New Brunswick, NJ). El factor 
de crecimiento endotelial vascular recombinante humano 121 (VEGF), el factor de crecimiento derivado de plaquetas 
humano-BB, la interleucina-6 (IL-6), la interleucina-8 (IL-8), la interleucina-10 (IL-10) y el factor 2 de crecimiento de 
fibroblastos humano (FGF-2) se adquirieron en PeproTech (Rocky Hill, NJ).15

2. Anticuerpos

MECA 32, un anticuerpo celular panendotelial de ratón se obtuvo a través del Dr. E. Butcher (Stanford University, 
CA) y sirvió como un control positivo para estudios inmunohistoquímicos. Se han publicado detalles de este 
anticuerpo (Leppink et al, 1989). La inmunoglobulina de rata anti conejo y los anticuerpos secundarios de cabra anti 
ratón y anti rata conjugados a peroxidasa del rábano (HRP) se adquirieron en Daco (Carpintería, CA) o en Jackson 20
Immunoresearch Labs (West Grove, PA).

El anticuerpo 9D2 usado en estos estudios se generó como se describe en el Ejemplo IV. 9D2 es un anticuerpo 
monoclonal de rata reactivo con fosfolípidos aniónicos. La caracterización adicional de la especificidad del fosfolípido 
de 9D2 se proporciona en la sección de resultados de este ejemplo.

3. Células25

Las células de linfoma de Hodgkin L540Cy, procedentes de un paciente con enfermedad terminal, las proporcionó el 
Prof. V. Diehl (Colonia, Alemania). El carcinoma de pulmón no microcítico humano NCI-H358 lo proporcionó el Dr. 
Adi Gazdar (Southwestem Medical Center, Dallas, TX). El fibrosarcoma de ratón Meth A y el carcinoma mamario 
humano MDA-MB-231 se obtuvieron de la Colección Americana de Cultivos Tipo (Rockville, MD). La línea de 
endotelioma de cerebro de ratón, bEnd.3, la proporcionó el Prof. Werner Risau (Max Plank Instítution, Munich, 30
Alemania) y se mantuvo en DMEM con FBS al 10 %. Las células endoteliales aórticas de bovino a adulto (ABAE) se 
adquirieron en Clonetics (San Diego, CA; Walkerville, MD). Las células ABAE se mantuvieron en DMEM con suero al 
10 % y 2 ng/ml de bFGF.

4. Cultivo tisular

Las células bEnd.3, ABAE y células tumorales excepto las de linfoma L540Cy se mantuvieron en DMEM 35
complementado con suero de ternero fetal al 10 %, L-glutamina 2 mM, 2 unidades/ml de penicilina G y 
estreptomicina 2 μg/ml. Las células L540Cy se mantuvieron en RPMI 1640 que contenía los mismos aditivos. Las 
células se subcultivaron una vez a la semana. La tripsinización de las células bEnd.3 se realizó usando tripsina 
0,125 % en PBS que contenía EDTA al 0,2 %. Para los estudios in vitro, las células endoteliales se sembraron a una 
densidad de 10 x 10

3
células/ml en 1 ml de medio de cultivo en placas de 24 pocillos y se incubaron 48-96 horas 40

antes de usarse en los ensayos. El medio se renovó 24 horas antes de cada estudio.

5. Reactividad con fosfolípidos inmovilizados en plástico

Los fosfolípidos se disolvieron en n-hexano a una concentración de 50 μg/ml. Se añadieron 100 μl de esta solución a 
pocillos de placas de microtitulación de 96 pocillos. Después de la evaporación del disolvente en aire, las placas se 
bloquearon durante 2 horas con suero bovino fetal al 10 % diluido en DPBS que contenía Ca2+ 2 mM (tampón de 45
unión).

El anticuerpo 9D2 o la anexina V se diluyeron en el tampón de unión en presencia de suero al 10 % a una 
concentración inicial de 6,7 nM. Se prepararon diluciones en serie de factor dos en placas (100 μl por pocillo). 
Después, las placas se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente. Las placas se lavaron y el 9D2 y anexina 
V se detectaron mediante una IgM de cabra anti rata conjugada a HRP y de conejo anti anexina V humana seguido 50
por IgG de cabra anti conejo conjugada a HRP (todos diluidos a 1:1000), respectivamente. Se detectaron reactivos 
secundarios usando sustrato cromogénico OPD seguido por la lectura de las placas a 490 nm usando un lector de 
microplacas (Molecular Devices, Palo Alto, CA).

La especificidad de la unión del anticuerpo 9D2 se validó usando IgM de rata de control de especificidad irrelevante 
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(Pharmingen, San Diego, CA). La especificidad de la unión de la anexina V a fosfolípidos, que es dependiente de 
Ca2+, se determinó diluyendo el reactivo en el DPBS que contenía EDTA 5 mM. Los controles negativos adicionales 
consistían en el lavado de las placas con el tampón de unión que contenía 0,2 % de un detergente Tween 20. Este 
tratamiento extrae los lípidos, eliminando de este modo el fosfolípido que se absorbió en el plástico. Ninguno del 
anticuerpo 9D2 ni anexina V se unen a placas lavadas con detergente.5

6. Detección de fosfolípidos aniónicos sobre la superficie de células endoteliales cultivadas

Las células endoteliales se cultivaron hasta alcanzar aproximadamente una confluencia del 70 %. Para inducir la 
exposición de PS, las células se trataron con H2O2 (200 μM) durante 1 hora a 37 °C. Los portaobjetos de control y 
tratados se lavaron con DPBS que contenía Ca2+ y Mg2+ y se fijaron con 0,25 % de glutaraldehído diluido en el 
mismo tampón. El exceso de grupos aldehído se extinguió mediante la incubación con 50 mM de NH4Cl durante 5 10
minutos. Para examinar el efecto de los detergentes y de los disolventes orgánicos sobre la detección de 
fosfolípidos, algunos portaobjetos se incubaron previamente con acetona (5 min) o con PBS que contenía Tritón™ X-
100 al 1 % (v/v).

Las células se lavaron con DPBS (que contenía Ca2+, Mg2+ y gelatina al 0,2 % (p/v)) y se incubaron con 1 μg/ml de 
anexina V biotinilada (Pharmingen, San Diego, CA) o con 1 μ g/ml de anticuerpo 9D2. Después de 2 horas de 15
incubación, las células se lavaron con tampón de gelatina el 0,2 % y se incubaron con estreptavidina-HRP (dilución 
1:500). Se usó IgM de rata de especificidad irrelevante y solo estreptavidina como controles negativos en estos 
estudios. Todas las etapas se realizaron a temperatura ambiente. La actividad de HRP se midió añadiendo 
O-fenilendiamina (0,5 mg/ml) y peróxido de hidrógeno (0.03 % p/v) en tampón de fosfato-citrato, pH 5,5. Después de 
15 minutos, 100 μ l de sobrenadante se transfirieron a placas de 96 pocillos, 100 μl de H2SO4 0,18 M se añadieron y 20
se midió la absorbancia a 490 nm. Como alternativa, las células positivas a PS se detectaron mediante la adición de 
sustrato de carbazol, dando como resultado un precipitado rojo pardo insoluble. Cada estudio se realizó por 
duplicado y se repitió al menos dos veces.

7. Inhibición de 9D2 y anexina V uniéndose a fosfolípidos mediante liposomas

La especificidad del reconocimiento de fosfolípidos se confirmó adicionalmente por ensayos de competición con 25
diversos liposomas. Se prepararon liposomas de soluciones de 5 mg de un solo fosfolípido en cloroformo. Las 
soluciones se secaron con nitrógeno para forma una fina capa en un matraz de vidrio de fondo redondo. Diez ml de 
tampón de ensayo (0,1 M, pH 7,4) se añadieron después y los matraces se sometieron a ultrasonido cinco veces 
durante 2 minutos. 9D2 o anexina V (6,66 nM) se incubaron previamente con 200 μg/ml de solución liposomal 
durante 1 hora a temperatura ambiente. La mezcla se añadió a placas recubiertas con fosfolípidos o a monocapas 30
de células endoteliales. La capacidad de 9D2 para unirse a un fosfolípidos inmovilizado o superficie celular en 
presencia o ausencia de los diferentes liposomas se determinó como se ha descrito anteriormente.

8. Competición de 9D2 y anexina V por la unión a PS inmovilizado

El anticuerpo biotinilado 9D2 y la anexina V se prepararon incubando proteínas purificadas con un exceso molar 10 
veces de N-hidroxisuccinimida biotina (Sigma, MO) durante 1 hora a temperatura ambiente. La biotina libre se retiró 35
por diálisis frente a PBS. El procedimiento de biotinilación no afecta a la capacidad de unión de PS de ninguna 
proteína. Para estudios de competición, las proteínas no modificadas y biotiniladas se mezclaron previamente con un 
exceso molar 10 veces de proteínas no modificadas. Después las mezclas se añadieron a placas recubiertas con 
PS. Los reactivos unidos se detectaron mediante conjugado estreptavidina-HRP diluido a 1:1000. La unión a PS de 
cada reactivo en ausencia de un competidor se tomó como valor al 100 %.40

9. Crecimiento de tumores implantados por vía subcutánea

Para estudios de localización, se inyectaron 2 x 107 células de linfoma de Hodgkin humano L540 o 1 x 107 células de 
otros tipos de tumores por vía subcutánea en el costado derecho de ratones SCID (Charles River, Wilmington, MA). 
Se dejó que los tumores alcanzasen un volumen de 0,4-0,7 cm

3
. Se utilizó un mínimo de tres animales por grupo. 

Los estudios se realizaron por duplicado al menos tres veces.45

10. Modelo ortotópico de carcinoma de mama humano MDA-MB-231

Los ratones hembra nu/nu o SCID se adquirieron en Charles River. Las células de carcinoma mamario humano 
MDA-MB-231 se implantaron en el panículo adiposo mamario de acuerdo con un protocolo publicado (Price, 1996). 
En resumen, los ratones se anestesiaron y se realizó una incisión de 5 mm en la piel sobre la parte torácica lateral. 
El panículo adiposo mamario se expuso para garantizar el sitio correcto de inyección de 1 x 107 células MDA-MB-50
231 resuspendidas en 0,1 ml de solución salina.

11. Detección de fosfolípidos aniónicos en ratones portadores de tumor in vivo

Las técnicas inmunohistoquímicas en las que 9D2 o anexina V se aplican directamente a secciones de tejidos 
congelados no discriminan entre fosfolípidos aniónicos en la cara interna y en la cara externa de la membrana 
plasmática. Para detectar fosfolípidos externamente posicionados, se realizaron métodos esencialmente como se ha 55
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descrito anteriormente (Ejemplo V; Ran et al, 1998). Se inyectó a ratones SCID portadores de tumor por vía 
intravenosa cualquiera de 50 μg de 9D2 o anticuerpo 9D2 biotinilado o 100 μg de anexina V biotinilada. Sesenta 
minutos después los ratones se sacrificaron y su circulación sanguínea se exsanguinó y se perfundió con solución 
salina heparinizada como se ha descrito anteriormente (Burrows et al, 1992). Todos los órganos principales y los 
tumores se recogieron y se ultracongelaron para preparación de criosecciones.5

Las secciones se bloquearon con PBS que contenía suero al 10 %. Para impedir la pérdida de fosfolípidos durante el 
procesamiento del portaobjetos, los detergentes y los disolventes orgánicos se omitieron de los tampones de lavado 
y bloqueo. La IgM de rata se detectó usando IgM de cabra anti rata (específica μ)-conjugada a HRP seguido por 
revelado con carbazol o DAB (Fries et al, 1993). Los reactivos biotinilados se detectaron mediante estreptavidina 
conjugada con HRP.10

Las secciones tumorales procedentes de ratones a los que se había inyectado solución salina o IgM de rata de 
especificidad irrelevante sirvieron como controles negativos. Los controles adicionales consistían en la incubación de 
portaobjetos en solución Tritón al 1 % o en acetona durante 10 minutos. Estos tratamientos extraen fosfolípidos. No 
se detectó señal en estas condiciones. El número de vasos positivos por un campo de alta resolución se determinó a 
un aumento de 100. Al menos se examinaron 10 campos por sección y se calculó el porcentaje promedio de vasos 15
positivos. La tinción de las secciones mediante este método con respecto a la presencia de 9D2 o anexina V detecta 
células que tiene fosfolípidos aniónicos externalizados que eran accesibles para la unión por reactivos in vivo.

12. Identificación y cuantificación de vasos tumorales positivos a PS

Se identificaron estructuras con el anticuerpo 9D2 o anexina V localizados como vasos sanguíneos mediante su 
aspecto morfológico en secciones teñidas con DAB y tinción coincidente con el marcador celular panendotelial 20
MECA 32 en secciones en serie de tejidos congelados. La cuantificación sobre secciones teñidas con DAB se realizó 
contando vasos teñidos con MECA 32, 9D2 o anexina V en secciones en serie de un tumor. Seis portaobjetos de 
cada tipo tumoral procedían de 6 ratones a los que se había inyectado anticuerpo 9D2, IgM de rata de control o 
anexina V examinados. Al menos 10 campos al azar por sección (0,317 mm2/campo) se puntuaron de una manera 
enmascarada por dos observadores independientes. Se calcularon los números medios y errores típicos de los 25
vasos teñidos con 9D2, anexina V o MECA 32. El número medio de vasos positivos a 9D2 o anexina V determinado 
en cada grupo de tipo tumoral se comparó con el número medio de vasos positivos a MECA 32 del mismo grupo 
tumoral. Se calculó el porcentaje de vasos positivos a 9D2 o anexina V.

En estudios posteriores, se inyectó a ratones portadores de tumores MDA-MB-231 (0,3-0,7 cm3 de volumen) por vía 
intravenosa 50 μg de 9D2 biotinilado, IgM de control o anexina V (seis ratones por grupo). Los reactivos biotinilados 30
se incubaron primero con conjugado de estreptavidina-Cy3, se lavaron en PBS, se incubaron después con 
anticuerpo MECA 32 seguido por el anticuerpo secundario IgG anti rata marcado con FITC. Se capturaron imágenes 
simples tomadas con filtros apropiados para la fluorescencia de Cy3 (rojo) y de FITC (verde) respectivamente, 
mediante una cámara digital y se transfirieron a un ordenador. Las imágenes de 10 campos al azar (0,317 
mm2/campo) demostraron un color amarillo (un producto de la fluorescencia verde y rojo combinada) se solaparon 35
con la ayuda del programa informático Metaview. Se usó el mismo método para analizar tumores de ratones a los 
que se había inyectado IgM de rata de control o solución salina. El porcentaje de vasos con 9D2 o anexina V 
localizado se calculó de la siguiente manera: número medio de vasos amarillos por campo dividido entre el número 
medio de vasos verdes (total) multiplicado por 100.

B. Resultados40

1. Especificidad de fosfolípidos de anticuerpo 9D2 y anexina V

Los anticuerpos 9D2 reconocen específicamente a fosfolípidos aniónicos (PS, PA, CL, PI, PG) y no tienen 
reactividad significativa con fosfolípidos neutros (PE, PC y SM) en ELISA (Tabla 8). El orden de fuerza de unión de 
9D2 a fosfolípidos en ELISA fue PA>PS=CL>PG=PI. La unión específica de antígeno dado que no se observó unión 
con diversas IgM de rata de control de especificidad irrelevante. La unión de 9D2 a cualquiera de los fosfolípidos 45
aniónicos adsorbidos en placas ELISA se bloqueó con liposomas preparados a partir de cualquiera de los 
fosfolípidos aniónicos, pero no con liposomas preparados de cualquiera de los fosfolípidos neutros.

TABLA 8 

Especificidad de fosfolípidos de 9D2 y anexina V

Fosfolípido Abundancia y localización en la membrana 
plasmática en condiciones normalesa

CE50 de unión (pM)

Nombre Tipo 9D2 Anexina V

PS PL amino 
aniónico

PL principal (15 %), localizado en el lado 
interno

12 100

PA PL aniónico PL minoritario (menor del 1 %) 2 100

ES 2 565 543 T3

 



98

PG PL aniónico PL minoritario (menor del 1 %) 100 250

PI PL aniónico PL mayoritario (7 %), principalmente 
localizado en el lado interno

100 50

CL PL aniónico Ausente de la membrana plasmática 15 130

PE PL amino neutro PL mayoritario (22 %), principalmente 
localizado en el lado interno

>8000 100

SM PL colina neutro PL mayoritario (9 %), localizado en el lado 
externo

>8000 >8000

PC PL colina neutro PL mayoritario (46 %), localizado en el lado 
externo

>8000 >8000

aPorcentaje de fosfolípidos totales, tomados de Fridrikkson, et al, 1999. Los porcentajes pueden variar a 
partir de diferentes tipos de células.

La anexina también se unió a fosfolípidos aniónicos pero esta unión era menos específica que la de 9D2 ya que 
también se unía fuertemente a fosfolípidos neutros PE. Para el orden de fuerza de unión de anexina V a fosfolípidos 
en ELISA fue PI>PS=PE=PA=CL>PG (Tabla 8). Estos hallazgos para la anexina V son coherentes con los datos 
previos (Andree et al, 1990).5

La unión de 9D2 no se vio afectada por la presencia de EDTA 5 mM, lo que mostraba que no requería Ca2+ para la 
unión a fosfolípidos aniónicos. Sin embargo, la unión de anexina V a fosfolípidos aniónicos se anuló en presencia de 
EDTA 5 mM, como se esperaba a partir de la dependencia conocida de Ca2+ por la unión a fosfolípidos aniónicos o a 
PE (Schlaepfer et al, 1987; Blackwood y Ernst, 1990).

Ni 9D2 ni anexina V se unieron a placas ELISA que se habían revestido con fosfolípidos pero después lavado con 10
Tween al 0,2 % en solución salina, confirmando que su unión era a los fosfolípidos absorbidos. El 9D2 y la anexina V 
no se unieron de manera detectable a heparina, heparán sulfato o a ADN mono o bicatenario.

2. El anticuerpo 9D2 y la anexina V no bloquean de manera cruzada ninguna de las otras uniones a PS

Para examinar si el anticuerpo 9D2 y la anexina V competía por la unión a PS, se realizaron estudios de bloqueo 
cruzado usando proteínas biotiniladas en placas recubiertas con PS. La unión del anticuerpo 9D2 y la anexina V 15
biotinilada se bloqueó mediante un exceso molar 10 veces de 9D2 y anexina V no modificados, respectivamente 
(Tabla 9). Sin embargo, la anexina V no modificada no afectó a la capacidad de 9D2 biotinilado para unirse a la 
placa PS. Del mismo modo, la adición del anticuerpo 9D2 no modificado no alteró la capacidad de la anexina V 
biotinilada para unirse a la placa PS (Tabla 9).

TABLA 920

9D2 y anexina V no bloquean en cruzado la unión a PS

Proteína de unión a PS Competidor a Unión (% Control)b

Anexina V biotinilada Anexina V 8 %

9D2 biotinilado Anexina V 93 %

Anexina V biotinilada 9D2 95 %

9D2 biotinilado 9D2 5 %

aLa anexina V o el anticuerpo 9D2 se mezclaron previamente en un exceso molar 
de 10 veces sobre los reactivos biotinilados. La unión de los reactivos biotinilados 
contra PS en placas de microtitulación se detectó mediante estreptavidina-HRP.
bReactividad de reactivos biotinilados en ausencia de un competidor se tomó 
como 100 %. Los valores medios de determinaciones por triplicado se presentan. 
La DT es menor de 10 % del valor medio.

Estos resultados indican que el anticuerpo 9D2 y la anexina V no bloquean de manera cruzada entre sí la unión a 
placas recubiertas con PS, bien porque reconocen diferentes epítopos en la molécula PS o conformaciones 25
diferentes de PS adsorbido en plástico.

3. Unión a fosfolípidos aniónicos externalizados en superficies celulares
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La unión del anticuerpo 9D2 y la anexina V a superficies celulares se examinó usando células de endotelioma 
bEnd.3 de ratón o células ABAE bovinas. Ni 9D2 ni anexina V se unieron a monocapas no permeabilizadas de 
ningún tipo celular en condiciones quiescentes. Esto indica que la mayoría de los fosfolípidos aniónicos de la 
membrana plasmática están normalmente secuestrados en el dominio citosólico. Sin embargo, se observó una fuerte 
tinción cuando las células se preincubaron con TNFα y actinomicina D en condiciones que causaban la apoptosis en 5
el 90-100 % de las células endoteliales.

Para confirmar que 9D2 y anexina V estaban unidas a fosfolípidos en las superficies celulares, se incubaron células 
bEnd.3 tratadas con H2O2 con anticuerpo 9D2 o anexina V en presencia o ausencia de diversos liposomas 
competidores. Los fosfolípidos aniónicos comenzaron a exponerse sobre células no apoptóticas viables bEnd.3 
cuando se trataban previamente con una concentración subtóxica (100-200 μM) de H2O2 (Ran et al, 2002a).10

La unión del anticuerpo 9D2 a células bEnd.3 tratadas con H2O2 se inhibió por liposomas que contenían fosfolípidos 
aniónicos pero no liposomas que contenían fosfolípidos neutros. La magnitud de la inhibición de la unión de 9D2 a 
células varió en el orden PA>PS>CL>PG>PI, en estrecho acuerdo con los resultados obtenidos usando fosfolípidos 
inmovilizados en plástico. De manera similar, la unión de anexina V a células tratadas con H2O2 se bloqueó por 
liposomas que contenían PS, PA, PE, CL y, en menor medida, PI y PG. Los liposomas que contenían SM o PC no 15
bloquearon la unió de anexina V a células, según los resultados obtenidos usando fosfolípidos inmovilizados en 
plástico. 

Estos resultados confirman que 9D2 se une a fosfolípidos aniónicos en las células endoteliales tratadas con H2O2

mientras que anexina V se une a PE además de a fosfolípidos aniónicos.

4. Detección de fosfolípidos aniónicos externalizados en células in vivo20

Las técnicas inmunohistoquímicas directas en las cuales 9D2 o anexina V se aplican directamente a secciones de 
tejidos congelados no discriminan entre fosfolípidos aniónicos en la cara interna y en la cara externa de la membrana 
plasmática. Para detectar fosfolípidos posicionados externamente, 9D2 y anexina V se inyectaron por vía 
intravenosa en ratones portadores de tumores y se determinó la localización en los vasos tumorales mediante 
inmunohistoquímica indirecta.25

Los ratones portadores de diversos tipos de tumores sólidos recibieron una inyección intravenosa de anticuerpo 9D2 
o de anexina V biotinilada, una hora después se exsanguinaron y los tumores y los tejidos normales se extirparon y 
se prepararon secciones congeladas. Las secciones congeladas de los tejidos se cortaron y se tiñeron con IgM anti 
rata marcada con HRP o con estreptavidina marcada con HRP para determinar a qué células se unían 9D2 y 
anexina V después de la inyección. Los vasos sanguíneos se identificaron morfológicamente, y a partir de su tinción 30
positiva mediante el anticuerpo celular panendotelial MECA 32, en secciones en serie.

5. Biodistribución del anticuerpo 9D2 y anexina V en ratones portadores de tumores

El anticuerpo 9D2 y la anexina V se localizaron en los vasos tumorales en los cinco tumores incluidos en este 
estudio (Tabla 10). Los tumores fueron: cáncer mamario humano MDA-MB-231 que se desarrolla ortotópicamente en 
los panículos adiposos mamarios de ratones SCID; tumor de Hodgkin humano L540 que se desarrolla 35
subcutáneamente, NSCLC NCI-H358 que se desarrolla subcutáneamente; melanoma B16 de ratón que se desarrolla 
subcutáneamente y fibrosarcoma Meth A de ratón que se desarrolla subcutáneamente.

TABLA 10

Localización específica de 9D2 y anexina V contra vasos tumorales

Tejido Anticuerpo 9D2a Control IgM de rata Anexina Vb

Tumores

MDA-MB-231 40,6 ± 5,4 - 45,3 ± 5,6

L540cy 19,3 ± 3,3 - 16,7 ± 3,9

NCI-H358 15,6 ± 4,1 - ND

B16 23,4 ± 4,5 - 21,3 ± 6,6

Meth A 25,7 ± 6,8 - ND

Normal

Adrenal - - -

Cerebro - - -
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Corazón - - -

Riñón -c -c -

Intestino - - -

Hígado - - -

Pulmón - - -

Páncreas - - -

Bazo - - -

Testículos - - -
aLocalización de anticuerpo 9D2 y control IgM de rata en ratones porteadores de tumor se 
determinó inyectando el anticuerpo (50 μg), pefundiendo la circulación sanguínea de los 
ratones con solución salina y detectando el anticuerpo en secciones de los tejidos usando 
anti-IgM de ratón conjugado con peroxidasa. Los resultados se presentan como la media (± 
DT) porcentaje de vasos positivos a PS de vasos teñidos con MECA 32 por campo de 0,317 
mm2. Se analizaron seis muestras de cada tipo. El número promedio de vasos positivos a 
MECA 32 por un campo de 0,317 mm2 fue 23, 25, 21, 18 y 19 ± 10 vasos para MDA-MB-231, 
L540cy, H358, B16 y tumores Meth A, respectivamente
bLa localización de anexina V se determinó inyectando anexina V biotinilada seguido por la 
detección sobre secciones congeladas usando conjugado de peroxidasa con estreptavidina.
c
La tinción tubular no específica de antígeno era visible tanto en 9D2 como en los receptores 

de anticuerpo control.

9D2 y la anexina V dieron esencialmente los mismos patrones de tinción. La localización del anticuerpo 9D2 en los 
vasos tumorales era específica dado que no se observó tinción de endotelio tumoral con IgM de rata de especificidad 
irrelevante. Supuestamente, la filtración de IgM de rata de control fuera de los vasos tumorales se produjo hasta 
cierto grado, aunque la tinción de IgM extracelular no era difusa o demasiado débil para discernir mediante 5
inmunohistoquímica indirecta.

No se observó localización vascular del anticuerpo 9D2 o de anexina V en nueve de los diez órganos normales que 
se examinaron (Tabla 10). En el riñón, se observó que la tinción de túbulos parecía que no era específica de 
antígeno. Los túbulos se tiñeron tanto con 9D2 como con IgM de rata de control, supuestamente debido a la 
secreción de IgM o sus metabolitos a través de este órgano. Los ovarios, un sitio de angiogénesis fisiológica, no se 10
examinaron.

El porcentaje de vasos positivos a 9D2 y anexina V varió del 40 % en tumores MDA-MB-231 al 15 % en tumores 
H358. Los vasos positivos a fosfolípidos aniónicos estaban presentes en la superficie luminal de capilares y vasos en 
todas las regiones de los tumores, pero eran particularmente frecuentes en y alrededor de regiones de necrosis. La 
mayoría de los vasos positivos a fosfolípidos aniónicos no mostró anomalías morfológicas que eran obvias por 15
microscopia óptica. Vasos ocasionales, particularmente los localizados en áreas necróticas, mostraron signos 
morfológicos de deterioro. El anticuerpo 9D2 y la anexina V también se localizaron en células tumorales necróticas y 
apoptóticas mientras que la localización de IgM de control no era detectable.

Estos hallazgos demuestran que los fosfolípidos aniónicos están presentes en la superficie luminal de las células 
endoteliales vasculares en diversos tumores pero no en tejidos normales.20

6. Estudios de doble tinción

También se realizaron estudios de doble tinción en los que se inyectó a ratones portadores de tumores mamarios 
ortotópicos MDA-MB-231 por vía intravenosa con anticuerpo 9D2 biotinilado, IgM de control biotinilada o anexina V 
biotinilada. Una hora más tarde, los ratones se exsanguinaron, y sus tumores se extirparon y las secciones 
congeladas se cortaron. Las secciones tumorales se tiñeron después con estreptavidina conjugada con Cy3 para 25
detectar las proteínas biotiniladas y con MECA 32 conjugado con FITC para detectar el endotelio vascular. Este 
método de detección marca las proteínas biotiniladas y el endotelio vascular con rojo y verde. Cuando las proteínas 
biotiniladas están unidas al endotelio, la imagen convergente aparece de color amarillo.

En estos estudios, la anexina V y el 9D2 biotinilados aparecieron principalmente unidos al endotelio vascular, debido 
a sus modelos de tinción convergían con el de MECA 32. Aproximadamente el 40 % de los vasos positivos a MECA 30
32 se unían a 9D2 y anexina V, en estrecho acuerdo con los resultados obtenidos por inmunohistoquímica indirecta. 
Sin embargo, la filtración de las proteínas biotiniladas en el intersticio tumoral se detectó mediante doble tinción, 
mientras que no era aparente mediante inmunohistoquímica indirecta.

Las proteínas biotiniladas eran visibles fuera del endotelio vascular alrededor de una minoría de vasos 
(aproximadamente 5 %). En tumores de ratones a los que se había inyectado IgM de rata biotinilada de especificidad 35
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irrelevante, la IgM biotinilada también se filtró en el intersticio tumoral alrededor de un porcentaje similar 
(aproximadamente 5 %) de vasos, pero parecía principalmente que no estaba unida mediante el endotelio vascular. 
Presumiblemente, la detección de 9D2 y anexina V extravasados por la técnica de tinción doble, aunque no por la 
técnica de inmunohistoquímica indirecta, refleja una mayor sensibilidad de la técnica anterior y una mayor precisión 
con la que se comparan los dos patrones de tinción. Los tumores de control no inyectados no se tiñeron 5
completamente con Cy3-estreptavidina, indicando que la fluorescencia roja corresponde a una proteína localizada.

Ejemplo VII

Translocación de la membrana fosfolipídica aniónica en un entorno tumoral

El descubrimiento de aminofosfolípidos y fosfolípidos aniónicos como marcadores de superficie in vivo únicos para 
células endoteliales vasculares tumorales estimuló a los inventores a investigar también el efecto de un microentorno 10
tumoral sobre la translocación y expresión de la membrana externa de dichas moléculas. El presente ejemplo 
muestra que la exposición de células endoteliales in vitro a determinadas condiciones que imitan las de un tumor 
duplica la expresión en superficie anteriormente observada de aminofosfolípidos y fosfolípidos aniónicos en células 
intactas, viables.

A. Materiales y Métodos15

1. Yodación de anexina V

La anexina V humana recombinante se purificó de E. coli transformada con el plásmido fosfolípido 1 paniónico 
ET12a (obtenido del Dr. J. Tait, Universidad de Washington, Seattle). La pureza de la proteína y la unión a PS se 
confirmaron en SDS-PAGE y en plástico revestido con PS, respectivamente. Se usaron anticuerpos policlonales de 
conejo anti-anexina V purificados por afinidad para detectar la anexina V unida a PS. La Anexina V se marcó con 20
radiación con 125I usando cloramina T, como describe Bocci (1964). La actividad específica de aproximadamente 1 x 
10

6
cpm por g de proteína, se mide mediante el ensayo de Bradford (1976).

2. Tratamiento de células endoteliales

Las células endoteliales se trataron con citocinas o con factores de crecimiento a las concentraciones indicadas en la 
Tabla 11. Todos los reactivos se diluyeron en medio que contenía suero al 10 % y se incubaron con las células a 37 25
ºC durante 24 h.

Para estudiar el efecto de la hipoxia, las células se sembraron en placas de 24 pocillos y se incubaron en una 
atmósfera normóxica humidificada (O2 al 21 %, CO2 al 5 %) durante 48 h antes de transferirse a una atmósfera 
hipóxica humidificada (O2 al 1 %, CO2 al 5 %, N2 al 94 %) en una cámara hermética (Billups Rothernberg, Inc. Del 
Mar, Ca). Las células se incubaron en una cámara hipóxica durante 24 h a 37 ºC y después volvieron a un entorno 30
normóxico durante 4 h a 37 ºC. Las células se compararon con un cultivo en paralelo de un pase idéntico, se 
sembraron el mismo día y se mantuvieron completamente en condiciones normóxicas. En algunos estudios, se 
añadieron IL-1 (10 ng/ml) y TNF (20 ng/ml) al medio antes de transferir a la cámara hipóxica.

Para examinar el efecto de un microentorno ácido, las células se expusieron al medio de crecimiento que carecía de 
bicarbonato, que se ajustó a diferentes pH (que variaban entre 7,3 y 6,2) con la cantidad necesaria de HCl. Las 35
células se incubaron a 37 ºC en ausencia de CO2. Se confirmó que los medios de cultivo mantenían el pH asignado 
durante el periodo de cultivo de 24 h. Estas condiciones experimentales no eran tóxicas a células endoteliales 
bovinas o de ratón y no tenían efecto sobre la morfología celular o viabilidad de la monocapa unida.

3. Detección de PS en células endoteliales cultivadas mediante anexina V marcada con 125I

Después del tratamiento con los reactivos descritos anteriormente, las células tratadas y control se incubaron con 40
7,1 pmoles de anexina V marcada con 125I (200 l/pocillo) en el tampón de unión. Después de 2 h de incubación a 
temperatura ambiente, las células se lavaron extensamente y se disolvieron en 0,5 M de NaOH. Todo el volumen de 
0,5 ml se transfirió a tubos de plástico y se contó en un contador gamma. La unión no específica se determinó en 
presencia de EDTA 5 mM y se restó de valores experimentales. Los resultados se expresaron como pmoles netos 
de anexina V unida a células, se normalizó por 1 x 106 células.45

La unión máxima de la anexina V se determinó en células simultáneamente tratadas con actinomicina D y TNF (50 
ng/ml de cada componente). Como se ha indicado anteriormente, estos agentes causan apoptosis y la exposición de 
PS en 90-100 % de células endoteliales (Lucas et al., 1998). La unión basal de anexina V-

125
I con células no tratadas 

se determinó en presencia de medio con suero al 10 %. La cantidad de anexina V-125I que se unió a los cultivos no 
tratados se restó de la de los cultivos tratados. La exposición de PS se calculó de acuerdo con la siguiente fórmula: 50
anexina V (pmoles) unida a célula en condiciones experimentales dividido entre la unión de anexina V máxima 
(pmoles) multiplicado por 100. Cada estudio se realizó por duplicado y se realizó al menos tres veces. Se calcularon 
valores medios. El ET de los valores medios de tres experimentos distintos era menor del 5 %.

4. Detección de PS en células endoteliales cultivadas y en células tumorales MDA-MB-435
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Células HUVEC y células tumorales se cultivaron en portaobjetos de cámara de 8 pocillos a aproximadamente una 
confluencia del 70 %. Para inducir la exposición a PS, las células se trataron con H2O2 (200 M) en medio asérico 
durante 1 h a 37 ºC. Las células se lavaron con DPBS y se incubaron con 2 g/ml de anticuerpo 3G4 diluido en 
medio asérico durante 1 h a temperatura ambiente. Después de lavar suavemente con DPBS, las células se fijaron 
con paraformaldehído al 4 % (v/v) en PBS durante 15 min.5

La tinción simultánea del citoesqueleto con faloidina marcada con Rojo Texas (Molecular Probes, Eugene, OR), las 
células se permeabilizaron con Triton-X100 al 0,1 % en PBS durante 5 min. La faloidina marcada con Rojo Texas 
(diluida a 1:50 en PBS que contenía BSA al 1 %) y el anticuerpo anti-ratón de cabra marcado con FITC (diluido a 
1:200 en PBS que contenía BSA al 1 %) se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente. Los núcleos celulares se 
tiñeron por contraste con DAPI. La IgG3 de ratón de especificidad irrelevante y el anticuerpo secundario solo se 10
usaron como controles negativos en estos estudios. Cada estudio se realizó por duplicado y se repitió al menos dos 
veces.

En otros estudios, las células tratadas con H2O2 se desprendieron con tripsina al 0,25 %, se lavaron, se 
suspendieron en DMEM enfriado con hielo que contenía azida sódica al 0,05 % p/v y 3G4 2 g/ml durante 1 h. Los 
sedimentos celulares se lavaron con PBS que contenía BSA al 1 % y se suspendieron en el mismo tampón que 15
contenía anticuerpo anti-ratón de cabra marcado con FITC (diluido a 1:200) durante 30 min. Después de lavar tres 
veces, los sedimentos celulares se suspendieron en PBS que contenía BSA al 1 % y azida sódica al 0,05 % p/v. 
Para la discriminación entre vivo/muerto, se añadió yoduro de propidio antes de realizar el análisis FACS.

B. Resultados

1. Inducción por H2O220

Células endoteliales de bEnd.3 de ratón se sembraron a una densidad inicial de 50.000 células/pocillo. Veinticuatro 
horas después las células se incubaron con concentraciones en aumento de H2O2 (de 10 M a 500 M) durante 1 
hora a 37 ºC o se dejaron sin tratar. Al final de la incubación, las células se lavaron 3 veces con PBS que contenía 
gelatina al 0,2 % y se fijaron con glutaraldehído al 0,25 %. Pocillos idénticos se tiñeron con IgM anti-PS o se 
tripsinizaron y evaluaron con respecto a la viabilidad mediante el ensayo de exclusión con Azul de Tripano. Para la 25
tinción anti-PS, después de bloquear con gelatina al 2 % durante 10 min, las células se incubaron con 2 g/ml de 
anticuerpo anti-PS, seguido por detección con anti-IgM de ratón conjugado con HRP.

La exposición de células endoteliales a H2O2 a altas concentraciones causa la translocación de PS en 90 % de las 
células. Sin embargo, esto está acompañado por el desprendimiento de las células del sustrato y el descenso de la 
viabilidad celular a aproximadamente 50-60 %. La asociación de la expresión de PS en la superficie con la 30
disminución de la viabilidad celular no es entendible, ya que aún es interesante observar que 90 % de la 
translocación de PS se observa con solo una disminución de 50-60 % en cuanto a la viabilidad celular.

El uso de concentraciones más bajas de H2O2 dio como resultado expresión de PS significativa sin ninguna 
reducción apreciable en la viabilidad celular. Por ejemplo, PS se detectó en la superficie celular de aproximadamente 
el 50 % de las células en todos los pocillos tratados con H2O2 usando H2O2 a concentraciones tan bajas como 20 M. 35
Es importante observar que, bajo estos valores de concentraciones de H2O2, las células permanecieron firmemente 
unidas al plástico y entre sí, no mostraron cambios morfológicos y no tuvieron signos de citotoxicidad. Análisis 
detallados revelaron esencialmente un contacto de célula a célula de 100 %, una retención de la forma celular 
adecuada y un citoesqueleto intacto.

La expresión en superficie de PS al 50 % inducida por bajos niveles de H2O2 se observó por tanto en poblaciones de 40
células en las cuales la viabilidad celular era idéntica a las células de control, no tratadas (es decir, 95 %). La 
expresión de PS asociada con altas concentraciones de H2O2 estuvo acompañada por una lesión celular, y las 
células positivas a PS expuestas a altas concentraciones de H2O2 se desprendieron, flotando y alteraron sus 
citoesqueletos.

El mantenimiento de la viabilidad celular en la presencia de bajas concentraciones de H2O2 es coherente con los 45
datos de otros laboratorios. Por ejemplo, Schorer et al. (1985) mostraron que las células endoteliales de vena 
umbilical humana (HUVEC) tratadas con H2O2 15 M tuvieron un promedio de 90 a 95 % de viabilidad (indicado 
como de 5 % a 10 % de lesión), aunque estas se exponen a H2O2 1500 M eran solo de 0 %-50 % viables (de 50 a 
100 % de lesión).

El uso de H2O2 para imitar el entorno tumoral in vitro es también apropiado ya que el entorno tumoral es rico en 50
células inflamatorias tales como macrófagos, PMN y granulocitos que producen H2O2 y otras especies de oxígeno 
reactivas. Aunque nunca se han relacionado con marcadores vasculares tumorales estables, se sabe que las células 
inflamatorias median la lesión celular endotelial mediante mecanismos que implican las especies de oxígeno 
reactivas que requieren la presencia de H2O2 (Weiss et al., 1981; Yamada et al., 1981; Schorer et al. 1985). De 
hecho, estudios realizados han demostrado que la estimulación de PMN in vitro produce concentraciones de H2O255
suficientes para causar lesión celular endotelial subletal sin causar muerte celular (medida mediante ensayos de 
liberación de cromo) o desprendimiento celular; y que estas concentraciones de H2O2 están obtenibles localmente in 
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vivo (Schorer et al., 1985).

Los datos de translocación in vivo actuales se correlacionan con los anteriores resultados que muestran que los 
anticuerpos anti-PS se localizan específicamente en células endoteliales vasculares tumorales in vivo, y no se unen 
a células en tejidos normales. El hallazgo de que concentraciones de H2O2 como in vivo inducen la translocación de 
PS en la superficie de células endoteliales sin alterar la integridad celular tiene importantes implicaciones además de 5
validar los datos in vivo originales y las estrategias terapéuticas de los inventores.

Se sabe que las células endoteliales humanas, bovinas y murinas son negativas a PS en condiciones normales. 
Como previamente se ha documentado la expresión de PS casi siempre se ha asociado con daño celular y/o muerte 
celular. Este no es el caso de estos estudios, en los que se conserva la viabilidad normal. Esto demuestra que la 
translocación de PS en endotelio vascular tumoral está mediada por mecanismos bioquímicos no relacionados con 10
el daño celular. Se considera que esto es la primera demostración de que la expresión en superficie de PS en 
células endoteliales morfológicamente intactas y la primera indicación de que la expresión de PS puede no estar 
vinculada a la ruta de la apoptosis. Volviendo a la operatividad de la presente invención, estas observaciones 
confirman de nuevo que la PS es un marcador sostenible, en lugar de transitorio, de vasos sanguíneos tumorales y 
un candidato adecuado para la intervención terapéutica.15

2. Inducción por trombina

También se observó que la trombina aumentaba la expresión de PS, aunque no al mismo grado que H2O2
. Estos 

datos son también una parte íntegra del modelo de inducción tumoral de la expresión de PS desarrollada por los 
presentes inventores: la expresión de superficie de PS inducida por trombina en tejidos normales también fomentaría 
la coagulación de la expresión de PS que coordina el ensamblaje de los complejos del inicio de coagulación.20

Se sabe que el entorno tumoral es protrombótico, de tal manera que la vasculatura tumoral está predispuesta a la 
coagulación (Patente de Estados Unidos nº 5.877.289). Dado que la trombina es un producto de la cascada de 
coagulación, esta está presente en la vasculatura tumoral. De hecho, la presencia de trombina induce la expresión 
de VCAM, lo que contribuye a la posibilidad de que los inventores aprovechen el VCAM como un marcador 
direccionable de vasculatura tumoral (Patentes de Estados Unidos nº 5.855.866; 5.877.289). Los datos presentes 25
que muestran que la trombina también induce una expresión de PS son por tanto relevantes para el 
direccionamiento de aminofosfolípidos con anticuerpos desnudos y conjugados terapéuticos y explican 
adicionalmente los efectos beneficiosos del Factor Tisular que contiene el coaguligando anti-VCAM (Ejemplo I).

3. Otros agentes de estrés oxidativo

Células de ratón bEnd.3 o bovinas ABAE in vitro se trataron durante 24 h con diversas concentraciones de factores y 30
condiciones que están presentes en el microentorno de muchos tumores (Lichtenbeld et al., 1996; Harris et al., 
1996), tales como hipoxia/reoxigenación, trombina, acidez, citocinas inflamatorias y peróxido de hidrógeno (Tabla 
11).

La externalización de PS y fosfolípidos aniónicos se cuantificó midiendo la unión de anexina V a 125I. La cantidad de 
anexina V unida se comparó con la de las células en la cual la apoptosis del 90-100 % de las células se ha inducido 35
mediante tratamiento combinado con actinomicina D y TNF-. La actinomicina D y el TNF- inducen la unión de 6,2 
pmoles de anexina V por 106 células (3,8 x 106 moléculas de anexina V por célula) en ambos tipos de células, en
buen acuerdo con los informes de la bibliografía (Rao et al., 1992). Este valor se tomó como nivel máximo de 
fosfolípidos aniónicos externalizados.

TABLA 1140

Inducción de PS recreando entorno tumoral

Tratamiento Concentración

125I-Anexina V

(% de unión máx.)

Células ABAE Células bEnd.3

Medio con suero al 10 % N/D 0 0

Actinomicina D + TNF 50 ng/ml cada uno 100 100

VEGF 20 ng/ml 0 0

FGF-2 20 ng/ml 0 0

Factor de dispersión 40 ng/ml 0 0

TGF 1 20 ng/ml 0 0

PDGF-BB 20 ng/ml 0 0

IL-10 20 ng/ml 0 0
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Tratamiento Concentración

125I-Anexina V

(% de unión máx.)

Células ABAE Células bEnd.3

IL-8 20 ng/ml 0 0

IL-6 20 ng/ml 0 0

IL-1 10 ng/ml 6,4 7,5

IL-1 10 ng/ml 5,8 5,5

Interferón 40 ng/ml 8,6 2,8

TNF 20 ng/ml 7,4 13,7

Trombina 50 nM 8,8 17,4

Hipoxia O2 al 1 % 15,0 a 17,5 22,5

Hipoxia + IL-1 Igual que el anterior 26,0 31,0

Hipoxia + TNF Igual que el anterior 33,0 36,0

pH 6,6 N/D 20,2 18,9

Peróxido de hidrógeno 200 M 95,5 98,4

En la Tabla 11, las concentraciones de las citocinas, factores de crecimiento y trombina usados se seleccionaron de 
los valores de la bibliografía para tener un efecto estimulador máximo en células endoteliales cultivadas. Estas 
concentraciones no causaron toxicidad durante el periodo del ensayo (24 h) juzgado por el aspecto morfológico, una 
ausencia de desprendimiento y una ausencia de captación de azul tripano. La concentración de H2O2 empleada fue 5
la concentración máxima que no causó citotoxicidad en las condiciones seleccionadas.

La unión basal de 125I-anexina V se determinó en presencia de medio de crecimiento solo. La exposición máxima de 
PS se determinó después de la inducción de la apoptosis mediante tratamiento combinado con actinomicina D y TNF 
. Se presenta el promedio de duplicados de tres estudios separados. El error típico es menor del 5 %.

Las células no tratadas estaban ampliamente desprovistas de PS externalizada, según se juzga por anexina V o 10
unión de anticuerpo anti-PS (9D2) (Tabla 11). La unión basal en presencia de medio de crecimiento de cultivo solo 
fue de 0,44 y 0,68 pmoles de 125I-anexina V para células ABAE y células bEnd.3, respectivamente. Esto se 
corresponde con aproximadamente 7,1 % y 10,9 % de la unión máxima para células ABAE y bEnd.3, 
respectivamente, que se correlaciona bien con el hallazgo de que aproximadamente el 10 % de las células se unían 
a anexina V biotinilada en las mismas condiciones.15

VEGF, HGF, FGF, TGF1, PDGF, IL-6, IL-8 e IL-10 no aumentaron la unión de 125I-anexina V por encima del nivel 
basal para células no tratadas (Tabla 11), ni tampoco lo hizo GM-CSF. Los mediadores inflamatorios (IL-1, IL-1, 
TNF e interferón) causaron un pequeño aumento aunque reproducible en la translocación de PS y fosfolípidos 
aniónicos ya que varía de 5 a 8 % del nivel máximo para células ABAE y de 3 a 14 % para las células bEnd3.

La hipoxia/reoxigenación, trombina o condiciones externas ácidas (pH 6,8-6,6) indujo una externalización 20
moderadamente alta de PS y de fosfolípido aniónico que varió de 8 a 20 % del nivel máximo de células ABAE y de 
17 a 22 % del nivel máximo para células bend.3. El mayor aumento en la translocación de PS y fosfolípidos 
aniónicos se observó después del tratamiento con 100 a 200 M de peróxido de hidrógeno. Este tratamiento causó 
la externalización casi completa (95 %) de PS en ambos tipos de células considerado por la unión de 125I-anexina V 
(Tabla 11). Más del 70 % de las células ABAE y bEnd.3 unidas a anexina V biotinilada, como se considera 25
inmunohistoquímicamente.

Las células endoteliales en las que la translocación de PS y de fosfolípido aniónico se generó por tratamiento con 
hipoxia/reoxigenación, trombina, acidez, TNF, IL-1 o H2O2 permanecieron unidas a la matriz durante un periodo del 
tiempo del ensayo (24 h), se mantuvo el contacto de célula a célula y se mantuvo su capacidad para excluir el 
colorante azul de tripano. La orientación de PS y fosfolípido aniónico normal se reestableció 24 a 48 h después en la 30
mayoría de las células después de retirar el factor de inducción o de que las condiciones de cultivo volviesen a las 
normales. Estos resultados indican que un estrés oxidativo leve, creado por una aplicación directa de H2O2 o 
indirectamente mediante hipoxia/reoxigenación, acidez, trombina o citocinas inflamatorias, desencadena una 
translocación transitoria de PS y fosfolípidos aniónicos sobre células endoteliales viables.

4. Efectos combinados de citocinas inflamatorias e hipoxia/reoxigenación35

Se observó exposición potenciada de PS y fosfolípidos aniónicos cuando se sometieron células ABAE y bEnd.3 a 
hipoxia/reoxigenación en presencia de IL-1 o TNF. En ausencia de las citocinas, la hipoxia/reoxigenación 
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aumentó la exposición de PS por células ABAE a 15 %-17,5 % del nivel máximo para células tratadas con 
concentraciones apoptóticas de antinomicina D y TNF. En presencia de concentraciones sub-tóxicas de IL-1 o 
TNF, la hipoxia/reoxigenación aumentó la exposición de fosfolípidos aniónicos a 26 % y 33 % respectivamente del 
máximo (Tabla 11). La comparación con el efecto de citocinas en ausencia de hipoxia/reoxigenación indica que la 
combinación de citocinas e hipoxia/reoxigenación tiene un mayor efecto aditivo sobre la exposición de PS. En las 5
células bEnd.3 se observaron efectos similares.

Por lo tanto, en el entorno tumoral, la exposición de PS y de fosfolípidos aniónicos inducidos por 
hipoxia/reoxigenación puede amplificarse mediante citocinas inflamatorias y posiblemente mediante dichos otros 
estímulos tales como acidez y trombina. Los neutrófilos pueden desempeñar una función en este proceso.

Estos estudios in vitro arrojan luz sobre el mecanismo de la exposición de PS sobre células endoteliales tumorales in 10
vivo. Demuestran que diversos factores inducen la exposición de PS en células endoteliales sin causar citotoxicidad, 
lo que imita la situación en tumores in vivo. La hipoxia seguida de reoxigenación, acidez y trombina aumentó más la 
exposición de PS en células endoteliales viables. Las citocinas inflamatorias (TNF e IL-1) también causaron una 
inducción débil aunque definida de la exposición de PS.

Estas condiciones posiblemente son los estímulos más inductores en tumores in vivo porque: i) el endotelio PS 15
positivo prevalece en y en regiones circundantes de necrosis donde la hipoxia, acidez, vasos sanguíneas 
trombosados, e infiltración de leucocitos hospedadores se observan habitualmente; ii) el hallazgo de que 
hipoxia/reoxigenación amplifica la actividad de exposición a PS débil de TNF e IL-1 en células endoteliales in vitro
se correlaciona con la situación in vivo en tumores en los que la hipoxia y tumores que secretan citocinas y células 
hospedadoras existen conjuntamente; iii) se ha descrito que la hipoxia/reoxigenación y la trombina generan especies 20
de oxígeno reactivas (ROS) en células endoteliales a través de la activación de la enzima de membrana similar a la 
NADPH oxidasa (Zulueta et al, 1995). ROS producido por células malignas podría contribuir a lesión celular 
endotelial (Shaughnessy et al., 1989). El peróxido de hidrógeno era el inductor más poderoso de exposición de PS 
en células endoteliales cultivadas encontradas en el presente estudio, proporcionando una confirmación indirecta de 
la implicación de ROS.25

Las PS externalizadas proporcionan una superficie fosfolipídica negativa sobre la cual los factores de coagulación se 
concentran y ensamblan. Esto puede contribuir al estado procoagulante sobre el endotelio tumoral que se ha 
reconocido hace tiempo. PS también proporciona un sitio de unión para los macrófagos en circulación (McEvoy et 
al., 1986), linfocitos T (Qu et al, 1996) y células polimorfonucleares que ayudan a que se produzca la infiltración de 
leucocitos en tumores. La adherencia de macrófagos activados, células polimorfonucleares y plaquetas contra PS en 30
el endotelio tumoral puede conducir a una secreción adicional de especies de oxígeno reactivas y posterior 
amplificación de exposición a PS.

5. Unión de anticuerpos a células HUVEC y MDA-MB-435 tratadas con H2O2

La unión del anticuerpo 3G4 a células HUVEC y MDA-MB-435 tratadas y no tratadas con H2O2 se analizó mediante 
citometría de flujo (FIG. 5A). Las condiciones de tratamiento con H2O2 se establecieron como se ha indicado 35
anteriormente para inducir exposición de fosfolípidos aniónicos en la superficie externa de la membrana plasmática.

Ninguno de los tipos de célula se unió a niveles detectables de 3G4 antes del tratamiento con H2O2. Después del 
tratamiento con H2O2, la intensidad de fluorescencia media de las células teñidas con 3G4 seguido por anti-IgG de 
ratón conjugado con FITC era de aproximadamente 10 veces mayor que la de las células tratadas con BBG3 
seguido por el reactivo secundario. Las células tratadas con H2O2 no se tiñeron con yoduro de propidio, lo que 40
indicaba que sus membranas externas estaban intactas. La unión de 3G4 se bloqueó por liposomas preparados a 
partir de fosfolípidos aniónicos, pero no por liposomas preparados a partir de fosfolípidos neutros, indicando que 3G4 
se unía a fosfolípidos aniónicos celulares.

Para determinar la distribución del anticuerpo 3G4 sobre la superficie celular, las células HUVEC y MDA-MB-435 
tratadas con H2O2 se tiñeron con 3G4 mediante inmunofluorescencia indirecta y se examinaron usando microscopio 45
de fluorescencia (FIG. 5B, FIG. 5C, FIG. 5D y FIG. 5E). El anticuerpo 3G4 tiñó regiones distintas de la membrana 
plasmática de células HUVEC y MDA-MBA-435 tratadas con H2O2. Las regiones teñidas de la membrana celular 
tuvieron el aspecto de ampollas de pequeña superficie (FIG. 5C, FIG. 5E) similares a las “ampollas de membrana” 
observadas sobre las células endoteliales tratadas con H2O2 (Hastie et al., 1997; van Gorp et al., 2002). Las células 
tratadas con H2O2 no se teñían con el anticuerpo de control, BBG3 (FIG. 5B, FIG. 5D), lo que mostraba que la unión 50
de 3G4 a las células era específica de antígeno. Se observaron patrones de tinción idénticos con anexina A5 
marcada con FITC. Las células tratadas con H2O2 positivas a 3G4 no mostraron signos morfológicos de 
condensación nuclear cuando se examinaban 1 h después de la adición de H2O2, lo que coincidía con los informes 
de que la formación de ampollas en la membrana inducida por peróxido en células endoteliales estaba relacionada
con la oxidación del glutatión, no con la apóptosis, y que puede ser reversible (van Gorp et al., 2000).55

Estos hallazgos por lo tanto indican que el anticuerpo 3G4 se une a fosfolípidos aniónicos que están normalmente 
ausentes de la superficie de células HUVEC o MDA-MB-435, y que se exponen a la superficie celular cuando las 
células se tratan con H2O2.
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EJEMPLO VIII

Efectos antitumorales de conjugados de anexina

El hallazgo sorprendente de que los aminofosfolípidos y fosfolípidos aniónicos eran marcadores estables de 
vasculatura tumoral significa que pueden usarse construcciones de agentes terapéuticos-anticuerpo en el 
tratamiento del cáncer. Además de usar anticuerpos como agentes de direccionamiento, las anexinas, y otras 5
proteínas de unión específicas, también pueden usarse para administrar específicamente agentes terapéuticos a la 
vasculatura tumoral. Los siguientes datos muestran los efectos antitumorales que resultan de la administración in 
vivo de las construcciones de anexina-TF.

A. Métodos

Se prepararon conjugados de anexina V-tTF y se administró a ratones nu/nu con tumores sólidos. Los tumores se 10
formaron de células de carcinoma colorrectal HT29 humano que formaron tumores de al menos aproximadamente 
1,2 cm3. El coaguligando anexina V-tTF (10 g) se administró por vía intravenosa y se dejó circular durante 24 horas. 
Los ratones tratados con solución salina se mantuvieron por separado como animales de control. Después de un 
periodo de tratamiento de un día, los ratones se sacrificaron y se exsanguinaron y los tumores y los órganos 
principales se recogieron para su análisis.15

B. Resultados

Se descubrió que el conjugado de anexina V-tTF inducía la coagulación de vasos sanguíneos tumorales específicos 
en ratones portadores de tumor HT29. Aproximadamente 55 % de los vasos sanguíneos tumorales en animales 
tratados con conjugado anexina V-tTF se trombosaron después de una sola inyección. Por otro lado, hubo una 
prueba mínima de trombosis en la vasculatura tumoral de los animales de control.20

EJEMPLO IX

Efectos antitumorales de anticuerpos 3SB anti-PS

El presente ejemplo muestra los efectos antitumorales de anticuerpos anti-PS usando modelos de tumor singénicos 
y xenogénicos. El anticuerpo 3SB usado en este estudio se une a PS (y a PA) pero está esencialmente desprovisto 
de reactividad con PE. Este anticuerpo anti-PS causó lesión vascular tumoral, acompañada por trombosis y necrosis 25
tumoral.

Los efectos de los anticuerpos anti-PS se examinaron primero en modelos de tumor singénico y xenogénico usando 
el anticuerpo 3SB. Para el modelo singénico, se inyectaron 1x10

7
células de carcinoma colorrectal murino Colo 26 

(obtenido del Dr. Ian Hart, ICRF, Londres) por vía subcutánea en el costado derecho de ratones BALB/c. En el 
modelo xenogénico, un xenoinjerto L540 de linfoma Hodgkin humano se estableció inyectando 1x107 células por vía 30
subcutánea en el costado derecho de ratones SCID CB17 macho. Los tumores se dejaron crecer a un tamaño de 
aproximadamente 0,6-0,9 cm3 antes del tratamiento.

Los ratones portadores de tumor (4 animales por grupo) recibieron una inyección i.p. de 20 g de anticuerpo anti-PS 
3SB (IgM), IgM de ratón de control o solución salina. El tratamiento se repitió tres veces con un intervalo de 48 
horas. Los animales se monitorizaron diariamente con respecto a las mediciones tumorales y el peso corporal. El 35
volumen tumoral se calculó como se describe en el Ejemplo I. Los ratones se sacrificaron cuando los tumores habían 
alcanzado 2 cm

3
, o antes si los tumores mostraban signos de necrosis o ulceración.

El crecimiento de tumores tanto singénicos como xenogénicos se midió eficazmente por el tratamiento con 
anticuerpos anti-PS 3SB. Los anticuerpos anti-PS causaron lesión vascular tumoral, acompañada por trombosis y 
necrosis tumoral. La presencia de coágulos y disgregación de la masa tumoral que rodea las bases sanguíneas 40
bloqueadas era evidente.

Cuantitativamente, el tratamiento con el anticuerpo anti-PS 3SB inhibió el crecimiento tumoral hasta el 60 % del 
volumen tumoral de control en ratones que portaban tumores grandes Colo 26 y L540. No se encontró retraso del 
crecimiento tumoral en ratones tratados con solución salina o IgM de control. No se observó toxicidad en ratones 
tratados con anticuerpos anti-PS, con órganos normales conservando una morfología inalterada, indiferenciable de 45
los ratones tratados con solución salina o los no tratados.

La regresión tumoral comenzó 24 horas después del primer tratamiento y los tumores continuaron disminuyendo de 
tamaño durante los siguientes 6 días. Esto se observó en modelos de tumor positivo inmunocomprometido y 
singénico indicando que el efecto estaba mediado por un mecanismo o mecanismos independientes del estado 
inmunitario. Además, la disminución de la carga tumoral estaba asociada con el aumento de alerta y aspecto en 50
general sano de los animales, en comparación con los ratones de control portadores de tumores mayores de 1500 
mm

3
. El recrecimiento tumoral se produjo 7-8 días después del primer tratamiento.

Los resultados obtenidos con tratamiento anti-PS de tumores L540 son atractivos adicionalmente por las siguientes 
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razones. Notablemente, la necrosis tumoral observada en el tratamiento del tumor L540 se produjo a pesar de el 
hecho de que el porcentaje de vasos que se tiñeron positivos para PS en tumores L540 era menor que en tumores 
HT29 y NCI-H358. Esto implica que incluso puede producirse una necrosis más rápida cuando se tratan otros tipos 
de tumores. Además, los tumores L540 generalmente se seleccionan como un modelo experimental porque 
proporcionan secciones histológicas limpias y son, en efecto, conocidos por ser resistentes a la necrosis.5

EJEMPLO X

Efectos antitumorales del anticuerpo (92D) contra fosfolípidos aniónicos

Este ejemplo demuestra los efectos del anticuerpo 9D2, que se une a PS y a otros fosfolípidos aniónicos, en
estudios antitumorales in vivo.

Una dosis elevada (>150 g) del anticuerpo de rata que se une a fosfolípidos aniónicos, 9D2, se inyectó en ratones 10
desnudos que portaban tumores H358. Estudios de inmunolocalización muestran que este se localiza fuertemente
en el endotelio tumoral (4+), aunque se observó alguna unión no específica, de nivel bajo, de 9D2 por vasos 
normales debido a la alta dosis (como podía observarse a partir de un anticuerpo IgM control de especificidad 
irrelevante).

Cuando 9D2 se inyectó i.p. en ratones SCID con un tumor L540 para la producción de líquido ascítico, el tumor se 15
volvió necrótico y se colapsó. Después de la inyección de un anticuerpo de control (MK 2.7, IgG de rata) en un ratón 
SCID con un tumor L540, no se observaron efectos similares.

El efecto del anticuerpo anti-PS 9D2 sobre el crecimiento de tumores L540 in vivo se determinó después con más 
precisión. El tratamiento comenzó cuando los tumores alcanzaron 200-250 l (día 0). Desde el día 0 al día 7, los 
ratones recibieron una inyección i.p. de 150 g de IgM (200 l de sobrenadante) o 200 l de DMEM al 10 %. Desde 20
el día 7 al día 22, los ratones recibieron una inyección i.p. de 300 g de IgM (400 l de sobrenadante) o 400 l de 
DMEM al 10 %. El día 22 fue el último día de tratamiento y los ratones se sacrificaron.

Como se muestra en la Tabla 12, de los días 10 a 22, el crecimiento tumoral se inhibió generalmente en 
aproximadamente 40 % a 50 %. Al final del estudio, únicamente 4 ratones en el grupo tratado tenían tumores 
mayores de 2000 l de volumen a diferencia de 9/9 en el grupo de control.25

TABLA 12

Efectos de anticuerpos anti-PS sobre tumores L540 in vivo

Día después 

del inicio del

tratamiento

Volumen tumoral promedio

(l)

% de

Inhibición

Número de ratones con 

volumen tumoral > 2000 l

Control Tratado Control Tratado

0 341 320 6,2 0 0

1 464 325 10,8 0 0

3 412 415 0 0 0

7 687 455 33,8 0 0

10 904 544 39,9 1/9 0

13 945 545 42,4 1/9 0

15 1373 685 50,1 4/9 1/10

17 1426 842 41,0 4/9 4/10

20 1992 987 50,5 6/9 4/10

22 2560 1365 53,3 9/9 4/10

En otro estudio in vivo, los efectos del anticuerpo anti-PS de rata sobre el crecimiento de tumores L540 en ratones 
SCID CB17 se siguieron durante 45 días después de inyecciones de células tumorales. Estos ratones portadores de 30
tumor se trataron con 300 g de anticuerpo anti-PS diariamente, i.p. o con 300 l de DMEM al 10 % diariamente, i.p. 
como control. Diversos parámetros del tratamiento tumoral eran notablemente mejores en el grupo tratado en 
comparación con los de los controles (Tabla 13).
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TABLA 13

Efecto de los anticuerpos anti-PS sobre tumores L540 in vivo

Otros parámetros Control Tratados

% de tumores de regresión1

(60 días después del tratamiento)

0
40 %

% de tumores de regresión1

(90 días después del tratamiento)
0 20 %

Volumen promedio de tumores

secundarios (l)2 537  30 366  56

1Tumores demasiado pequeños para medir en ratones tratados en los tiempos indicados (60 días frente a 90) 
después del tratamiento

2Metástasis en ganglios linfáticos5

En un estudio adicional, los anticuerpos 9D2 se inyectaron por vía intraperitoneal a una dosis de 100 g 3 veces a la 
semana a ratones con tumores L540. El tamaño tumoral se midió con calibradores dos veces a la semana. Los 
efectos antitumorales en comparación con el grupo de control eran notables.

EJEMPLO XI

Efectos antitumorales del anticuerpo anti-PS 3G410

El presente ejemplo demuestra efectos antitumorales adicionales usando el anticuerpo anti-PS 3G4 en modelos de 
tumor singénico y xenogénico. El anticuerpo 3G4 usado en este estudio es un anticuerpo IgG que se une a PS y a 
otros fosfolípidos aniónicos (Ejemplo IV).

A. Protocolos para estudios tumorales en animales

Los efectos de 3G4 se examinaron en modelos de tumor singénico y xenogénico. El protocolo general para los 15
estudios de tratamiento tumoral en animales se realiza de la siguiente manera. A menos que se especifiquen 
diferencias particulares, este es el protocolo que se utiliza en todos los estudios de la presente solicitud.

Los animales se obtuvieron en Charles Rivers Laboratories. Los ratones tenían 4-5 semanas de vida, eran ratones 
hembras, C.B-17 SCID o Fox Chase SCID. Los ratones se alojaron en una jaula esterilizada en autoclave, con agua 
y alimento estériles, y manipulación estéril. Todos los procedimientos se realizaron en campanas de flujo laminar. 20
Los ratones sea aclimataron 1 semana y después se etiquetaron en la oreja y se tomó una muestra de sangre 
(aproximadamente 75-100 l) de la vena de la cola para comprobar la filtración por ELISA. Todos los ratones que no 
aprobaron el ensayo ELISA de filtración no deberían usarse para procedimientos de ensayo. Los ratones recibieron 
una inyección ortotópica de células tumorales en los panículos adiposos mamarios (MFP) o por vía subcutánea en el 
costado derecho 2-3 días después del marcaje de la oreja y la extracción de la muestra de sangre.25

En el modelo ortotópico, 1x107 células en DMEM 0,1 ml se inyectaron típicamente en MFP de ratones anestesiados. 
Los ratones se anestesiaron con 0,075 ml de cóctel de ratón inyectado IP. El cóctel de ratón es Ketamina 5 ml (100 
mg/ml); Xilazina 2,5 ml (20 mg/ml); Acepromazina 1 ml (10 mg/ml); agua estéril 11 ml. La dosificación es de 0,1 ml 
por 20-30 gramos de peso corporal mediante la vía IP durante un tiempo de 30 minutos.

Una vez anestesiado el ratón, según se mide por una ausencia de respuesta en una punción en los dedos del pie/en 30
el pie, el ratón se deja en su lado izquierdo y se le aplica etanol al 70 % justo por detrás de la cabeza y alrededor del 
área del antebrazo/parte dorsal derecha. Se realiza una incisión de 2-3 mm justo por detrás del brazo anterior 
derecho (tórax lateral), lo que revela una almohadilla de grasa blanquecina cuando se eleva la capa de piel. 0,1 ml 
de células se inyectan en la almohadilla de grasa usando una jeringa de 1 ml y una aguja de calibre 27, que produce 
una ampolla en la almohadilla de grasa. La incisión se cierra usando una grapa de herida estéril de 9 mm. El ratón 35
se vuelve a dejar en su jaula y se observa hasta que se despierta de la anestesia y se mueve. El estado de salud 
pos-operatorio se determina y si se observa algún signo de malestar, el animal recibe acetaminofeno (0,24 mg/ml) + 
codeína (0,024 mg/ml) en el agua potable. La grapa de herida se retira después de 1 semana. Este método se usa 
de tal manera que las células se colocan exactamente en el sitio seleccionado y no en la región subcutánea. Los 
tumores serán de aproximadamente un volumen de 200 l (LxAxA) en 14-15 días y la tasa de captación es 40
esencialmente de 100 %.

En el modelo subcutáneo, a los ratones se les inyecta típicamente 1x107 células en 0,2 ml. Los ratones no se 
anestesian, pero se sujetan usando un agarre firme de la piel de ratón exponiendo el costado derecho. Una jeringa 
de 1 ml con una aguja de calibre 23 se usa para inyectar 1 x107 células en 200 l, justo debajo de la piel de los 
ratones y hasta que se observa una ampolla. No es inusual observar una pequeña cantidad de filtración de fluido del 45
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sitio de inyección. Puede usarse un movimiento de rotación cuando se retira la aguja de la inyección subcutánea 
para reducir esta filtración. El volumen tumoral se mide mediante LxAxA.

En el protocolo de perfusión, a los ratones se les inyecta IV 1000 U de heparina en 0,2 ml de solución salina. 
Después los ratones se sedan inyectando al ratón IP 0,1 ml de cóctel de ratón. Una vez sedado el ratón lo suficiente, 
medido mediante ausencia de reflejo cuando se pellizca en el pie/dedo del pie, la cavidad torácica se abre para 5
exponer el corazón y los pulmones. Una aguja de calibre 30 conectada con tubos y una bomba de perfusión se 
insertan en el ventrículo izquierdo. El ventrículo derecho se corta para que la sangre pueda salir por goteo. La 
solución salina se bombea durante 12 minutos a una velocidad de 1 ml por minuto. Al final de la perfusión, se retiran 
la aguja y el entubado. Los tejidos se extirpan para estudios posteriores, inmunohistoquímicamente o 
patológicamente.10

B. Resultado del tratamiento del tumor

Para el modelo singénico, se usaron células tumorales de fibrosarcoma de ratón Meth A. En un modelo xenogénico, 
se sembraron células tumorales mamarias MDA-MB-231 humanas en el panículo adiposo mamario. En otro modelo 
xenogénico, un xenoinjerto L540 de linfoma de Hodgkin humano grande se estableció inyectando células y 
permitiendo que el tumor creciera al tamaño de más de 500 mm3 antes del tratamiento. Los ratones portadores de 15
tumor (10 animales por grupo) recibieron una inyección i.p. de 100 g de anticuerpo anti-PS 3G4 (IgG) a diferencia 
del control. El tratamiento se repitió 3 veces a la semana. Los animales se monitorizaron dos veces a la semana 
para realizar las mediciones tumorales.

El crecimiento de los tumores singénicos y xenogénicos se inhibió eficazmente por el tratamiento con anticuerpos 
anti-PS 3G4. Los anticuerpos causaron lesión vascular tumoral, trombosis localizada y necrosis tumoral.20

El tratamiento de las células tumorales singénicas, Meth A fue particularmente exitoso, y el tratamiento de las células 
tumorales mamarias MDA-MB-231 humanas que crecían en el panículo adiposo mamario también produjeron 
regresiones tumorales. Incluso en ratones portadores de grandes tumores L540, que se sabe que son resistentes a 
necrosis, el tratamiento con el anticuerpo 3G4 inhibió el crecimiento tumoral en comparación con el control. No se 
observó retraso del crecimiento tumoral en los ratones de control. No se observó toxicidad en los ratones tratados 25
con anticuerpos anti-PS.

Los tumores también se establecieron usando células MD-MBA-435s y se trataron como se describe anteriormente. 
El crecimiento de estos tumores también se inhibió de un modo eficaz mediante tratamiento con el anticuerpo 3G4. 
El tratamiento de tumores L540 grandes, células tumorales MDA-MB-231 y MD-MBA-435s durante 60 días también 
fue eficaz. Los anticuerpos causaron lesión vascular tumoral, trombosis y necrosis y crecimiento tumoral retrasado, 30
sin evidencias de toxicidad.

Se obtuvieron células MD-MBA-435s luciferasa del Dr. Angels Sierra Jiménez, Barcelona, España y se cultivaron en 
DMEM al 10 %. Los ratones recibieron una inyección de células tumorales como se ha descrito anteriormente, y a 
las 2 semanas después de la inyección, los tumores se midieron y se registró el volumen. El tratamiento de ratones 
con tumores de volúmenes promedio similares (200 mm3) se realizó usando el anticuerpo 3G4 y el anticuerpo 3G4 35
quimérico, producido como se describe en el Ejemplo XIX, frente a control. El tratamiento se inició por inyección IP 
(800 g) el día 15 y continuó con inyecciones de 200 g cada dos a tres días hasta la inyección final de 400 g el día 
35. Los volúmenes tumorales y los pesos corporales de los ratones se midieron en los días de la inyección. Los 
ratones se sacrificaron y se perfundieron con solución salina durante 12 minutos. Los órganos y el tumor se 
extirparon, se ultra-congelaron en nitrógeno líquido y el tumor se seccionó para análisis inmunohistoquímico.40

Este estudio muestra que tanto el anticuerpo 3G4 como el anticuerpo 3G4 quimérico retrasan de un modo eficaz el 
crecimiento tumoral a diferencia del control.

EJEMPLO XII

Efectos antivíricos de anticuerpos anti-PS frente a CMV

Sorprendentemente, cambiando de campo de la vasculatura tumoral a infecciones víricas, los inventores razonaron 45
después que los anticuerpos contra aminofosfolípidos y fosfolípidos aniónicos también podrían ejercer del mismo 
modo un efecto antivírico. El presente ejemplo de hecho muestra que esto es verdad, usando primero el anticuerpo 
3G4 en el tratamiento de infección por citomegalovirus (CMV).

A. Métodos

1. Tratamiento de células infectadas por CMV in vitro50

Monocapas confluentes de fibroblastos de prepucio diploide humano (HHF-R2) en placas de 6 pocillos se infectaron 
con CMV humano AD169 que expresa proteína fluorescente verde (GFP) a una MOI = 0,01 como se ha descrito 
anteriormente (Bresnahan et al, 1996). En resumen, las células se incubaron con virus en un volumen total de 1 ml 
por pocillo a 37 ºC durante 90 minutos. Durante la infección, las placas se balancearon suavemente cada 30 
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minutos. Después de la infección, el sobrenadante celular se retiró y se añadió DMEM/FBS al 10 %/pen-strep (2 ml 
por pocillo) a cada pocillo.

Se añadieron diluciones de 3G4 o el anticuerpo de control del mismo isotipo GV39G (100 g/ml y 50 g/ml) a los 
pocillos. Las células infectadas se incubaron a 37 ºC durante un total de 19 días. El medio y el anticuerpo en cada 
pocillo se reemplazaron cada 3 días. El día 19, las células y los sobrenadantes de cada pocillo se recogieron y se 5
congelaron a -80 ºC hasta realizar los ensayos con placa.

2. Microscopia fluorescente

El CMV recombinante expresa GFP bajo el control del promotor SV40. Por tanto, las células infectadas aparecen de 
color verde bajo el microscopio fluorescente. En estos estudios, las células infectadas con CMV tratadas con 
anticuerpo se observaron con un microscopio fluorescente en los días 2, 3 y 9.10

3. Ensayos de placa

Los ensayos de placa se realizaron usando protocolos convencionales. En resumen, las suspensiones celulares de 
células congeladas se descongelaron rápidamente a 37 ºC y se centrifugaron para retirar los residuos a 1000 rpm 
durante 1 minuto. Se añadieron diluciones diferentes de los sobrenadantes celulares a monocapas sub-confluentes 
de células HHF-R2 en placas de 6 pocillos y las células se incubaron a 37 ºC durante 90 minutos (las placas se 15
balancearon suavemente cada 30 minutos). Después de la infección, los sobrenadantes celulares se retiraron y se 
reemplazaron por 2 ml de DMEM/FBS al 10 %. El día 4, el sobrenadante de cada pocillo se retiró y las células se 
dispusieron con agarosa de bajo punto de fusión al 0,01 %/DMEM/FBS al 10 %. Las placas se incubaron a 37 ºC 
durante total de 14 días después de la infección. El día 14, las monocapas infectadas se fijaron con formalina 
tamponada al 10 % y se tiñeron con azul metileno para visualizar las placas.20

B. Resultados

1. 3G4 inhibe la dispersión vírica de CMV

Para investigar si el 3G4 tenía un efecto inhibidor sobre la infección y replicación del CMV, se trataron previamente 
fibroblastos humanos confluentes con 3G4 antes de añadirse CMV a una m.o.i. baja. El CMV usado en estos 
estudios expresa proteína fluorescente verde (GFP). Por tanto, las células infectadas aparecen de color verde 25
cuando se observan bajo el microscopio fluorescente.

El día 3 del tratamiento, con 50 g/ml y 100 g/ml de anticuerpo, hay células individuales infectadas tanto en pocillos 
no tratados como en pocillos tratados con 3G4 o anticuerpo de control del mismo isotipo, GV39G. Por tanto, el 
tratamiento de los fibroblastos con 3G4 no parece inhibir de un modo significativo la entrada del virus en las células.

El día 9, sin embargo, hubo una drástica diferencia en la cantidad de células infectadas en pocillos tratados con 3G4 30
frente a pocillos tratados con GV39G control. Aunque el virus se había diseminado aproximadamente a 80 % de la 
monocapa en los pocillos de control, el virus está restringido a la célula infectada individualmente original en los 
pocillos tratados con 3G4. Por tanto, 3G4 limita la difusión de CMV de la célula infectada original a las células 
circundantes. Esta inhibición de la difusión vírica se observa cuando las células se tratan con 100 g/ml y 50 g/ml.

2. La inhibición vírica es dependiente de la concentración de anticuerpo35

Para determinar qué concentración de 3G4 es necesaria para el efecto antivírico a una m.o.i. baja, se trataron 
células infectadas con diferentes concentraciones de 3G4 y el anticuerpo de control, GV39G. La inhibición completa 
de la dispersión de célula a célula se observó con 3G4 a 100 g/ml y 50 g/ml. Cuando las células se trataron con 
25, 12,5 y 6,25 g/ml de 3G4, hubo cantidades en aumento de células infectadas con CMV positivas a GFP. Aunque 
3G4 no impide totalmente la dispersión vírica de las células infectadas primarias a estas concentraciones más bajas, 40
aún tiene un efecto antivírico significativo, dado que se observan células infectadas con CMV positivas a GFP en los 
pocillos tratados con 3G4 en comparación con los pocillos de control tratados con GV39G.

3. Cuantificación de la carga vírica a una M.O.I. baja

El efecto antivírico de 3G4 se cuantificó realizando ensayos de placa para determinar la carga vírica después del 
tratamiento del anticuerpo. Los controles incluyeron células no tratadas, el anticuerpo GV39G y un control de 45
anticuerpo adicional usando el anticuerpo C44, un anticuerpo isotipo IgG2a de ratón contra colchicina.

El tratamiento de células infectadas (m.o.i. = 0,01 ufp/célula) con 100 g/ml de 3G4 dio como resultado una 
disminución drástica de 6 log10 en la titulación vírica en comparación con el control, células tratadas con GV39G. 
Esta inhibición se traduce en aproximadamente una inhibición de 99,9999 % de replicación vírica. A una 
concentración de 50 g/ml, el tratamiento con 3G4 da como resultado una disminución de 3,5 log10 en la titulación 50
vírica en comparación con el tratamiento con GV39G. Usando 3G4 a 25 g/ml y 12,5 g/ml, los resultados son aún 
drásticos, e incluso a 6,25 g/ml aún se observa un efecto inhibidor.
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4. Cuantificación de la carga vírica a una multiplicidad de infección (m.o.i.) alta

El tratamiento con 3G4 de fibroblastos expresados a una m.o.i. alta de 3 también da como resultado una reducción 
drástica en la titulación vírica. A 100 g/ml, el tratamiento con 3G4 produjo una disminución 5 log10 en la titulación 
vírica en comparación con el control, células tratadas con GV39G. A 50 g/ml, 3G4 inhibía la replicación vírica en 3 
logs cuando se comparaba con GV39G.5

5. Inhibición de la replicación en una fase tardía

Para determinar qué fase del ciclo replicativo del CMV está bloqueado por 3G4, se realizó un estudio de adición en 
función del tiempo. Para esto, se añadió 3G4 a fibroblastos infectados a una m.o.i. alta en momentos diferentes 
después de la infección. La carga vírica (tanto en las células como en el sobrenadante) se cuantificó usando un 
ensayo de placa convencional.10

La adición de 3G4 hasta 24 horas después de la infección produjo una disminución de 5-6 log10 en la titulación vírica. 
Sin embargo, cuando la adición de 3G4 se retrasó a 48 horas, el efecto inhibidor de 3G4 se redujo a 2 log10 y 
cuando la adición se retrasó de 72 a 96 horas, el efecto inhibidor se redujo adicionalmente. Esto demuestra que 3G4 
interfiere con una fase tardía de replicación del CMV que se produce entre las 24-48 horas después de la infección. 
Por tanto, 3G4 no interfiere significativamente con infección o con la expresión génica temprana o temprana 15
inmediata. Sin embargo actúa tarde en el ciclo de replicación vírica, por ejemplo, en la expresión génica tardía, 
síntesis de ADN vírico, empaquetamiento o salida vírica.

EJEMPLO XIII

Efectos antivíricos de anticuerpos anti-PS frente a VSR

Además de los efectos antivíricos drásticos contra CMV mostrados en el Ejemplo XII, el presente ejemplo demuestra 20
el uso de tres anticuerpos anti-PS diferentes en la inhibición de la Replicación del Virus Sincitial Respiratorio (VSR).

A. Métodos

1. Tratamiento de células infectadas por VSR in vitro

Células A-549 se cultivaron a una confluencia al 100 % en tres placas de cultivo de tejido de 12 pocillos Costar. A 
todos los pocillos se añadieron 200 l de medio Eagle esencial mínimo. Se añadió anticuerpo (Ab) anti-fosfolípido 25
(100 g en 100 l) a 9 pocillos de cada placa y 30 min después las células en 6 de estos 9 pocillos iniciales se 
infectaron con una MOI de 1 con cepa larga VSR en un volumen de 100 l. Los tres pocillos restantes se dejaron 
como pocillos tratados con anticuerpo, no infectados. Los otros tres pocillos sin anticuerpo se infectaron con VSR a 
la misma MOI que la descrita anteriormente.

Cada placa se usó para ensayar los tres anticuerpos diferentes: 3G4, 3SB y 1B9 (Ejemplo IV). Las células se 30
incubaron en CO2 al 5 % a 40 ºC durante 2 horas y después se añadieron 600 l de medio para completar un 
volumen de 1 ml en cada pocillo. Una placa de células A549 se dejó en las mismas condiciones que las del control. 
Los sobrenadantes se recogieron a las 4, 24 y 72 horas después de la infección. En cada momento, se mostraron 
cuatro pocillos de cada placa: un pocillo solo con células tratadas con Ab, dos pocillos tuvieron células infectadas 
con VSR/tratadas con Ab y un pocillo tuvo solo células infectadas con VSR. Las muestras se congelaron a -80 hasta 35
realizar el ensayo de placa.

2. Ensayos de placa

Los ensayos de placa se realizaron como se ha descrito anteriormente (Kisch et al., 1963; Graham et al., 1988). En 
resumen, las suspensiones celulares de las células congeladas se descongelaron rápidamente a 37 ºC. Se 
prepararon tres diluciones de 10 veces a partir de los sobrenadantes de células no diluidos: 10-1, 10-2 y 10-3. Se 40
inocularon 100 l de cada dilución más la muestra diluida en placas de línea celular Hep-2 confluentes al 80 % todas 
por triplicado. Las placas se colocaron en CO2 al 5 %, en una incubadora a 40 ºC durante 5 días. El 5º día, las 
placas se desarrollaron y se tiñeron con hematoxilina y eosina para revelar las placas en cada pocillo. Las placas se 
contaron usaron un microscopio de disección para calcular la carga vírica VSR en ufp (unidades formadoras de 
placas)/ml.45

B. Resultados

El tratamiento de células infectadas con VSR con 3SB o 1B9 dio como resultado una disminución log en la 
replicación vírica. El efecto antivírico incluso fue más pronunciado cuando las células infectadas se trataron con 3G4. 
El tratamiento con 3G4 dio como resultado una disminución de 2 log10 en la titulación vírica. La inhibición fue menor 
que la observada con CMV, más probablemente porque la concentración de 3G4 era baja (25-50 g/ml).50
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EJEMPLO XIV

Anticuerpos anti-PS monocatenarios

Dado los muchos usos de los anticuerpos anti-PS descritos en el presente documento, incluyendo como agentes 
antitumorales en solitario, como agentes de direccionamiento para la administración de agentes terapéuticos 
conectados a tumores y como agentes antivíricos, el presente agente describe técnicas adecuadas para la 5
generación de anticuerpos anti-PS monocatenarios (scFV), es decir, en el que los dominios VH y VL están presentes 
en una sola cadena polipeptídica, generalmente unidos mediante un enlazador peptídico.

A. Preparación de la biblioteca de anticuerpos de fagos

La reserva secundaria de la biblioteca bacteriana (aproximadamente 1 x 1010 clones) se inoculó en 100 ml de 2xTY 
que contenía ampicilina 100 g/ml y glucosa al 1 %. Se cultivó con agitación a 37 ºC hasta que la DO a 600 nm era 10
de 0,5.

Se añadió fago auxiliar M13KO7 a 1013 ufp y se incubó sin agitación en un baño con agua a 37 ºC durante 30 min. 
Las células infectadas se centrifugaron a 3.500 g durante 10 min. El sedimento se resuspendió en 200 ml de 2xTY 
que contenía ampicilina 100 g/ml y kanamicina 75 g/ml y se incubó con agitación a 30 ºC durante una noche.

El cultivo se centrifugó a 10.800 g durante 10 min. Se añadió 1/5 de volumen de PEG/NaCl al sobrenadante, se 15
mezcló bien y se dejó durante 1 h a 4 ºC. Después se centrifugó a 10.800 g durante 30 min. El sedimento se 
resuspendió en 40 ml de PBS y se añadieron 8 ml de PEG/NaCl. Se mezcló y se dejó durante 20 min a 4 ºC. 
Después se centrifugó a 10.800 g durante 10 min y el sobrenadante se aspiró. El sedimento se resuspendió en 2 ml 
de suero humano al 10 % y se centrifugó a 11.600 g durante 10 min en una microcentrífuga para retirar la mayoría 
de los residuos bacterianos restantes.20

Para preseleccionar, la biblioteca de anticuerpos en fagos en suero humano al 10 % se añadió al disco recubierto 
con PC y se incubó durante 60 min a temperatura ambiente.

B. Selección de liposomas biotinilados

Se disolvieron 20 mol de fosfatidilinositol y 20 mol de fosfatidilserina biotinilada en 10 ml de hexano. Esta solución 
se secó en una capa fina sobre la superficie de un matraz usando un evaporador de rotación. Se añadieron 2 ml de 25
PBS y el baño se sometió a ultrasonido a 4 ºC durante 30 minutos.

Después se mezclaron 100 l de scFv del fago y 100 l de liposomas biotinilados en presencia de suero humano al 
10 % y se giraron suavemente durante una hora a temperatura ambiente. Se realizó bloqueo con 100 l de 
dynabeads M-280 de estreptavidina añadiendo 600 l de caseína al 2,5 %/BSA al 0,5 % durante 30 min a 
temperatura ambiente. Las perlas se separaron del tampón de bloqueo con un MPC-E durante 4-5 min (Magnetic 30
Particle Concentrator de Dynal).

Las perlas se resuspendieron en 100 l de PBS. Se añadieron 100 l de Dynabeads de estreptavidina bloqueadas al 
fago unido al antígeno biotinilado y se giró suavemente durante 15 min a temperatura ambiente. La separación se 
realizó con un MPC-E durante 5 minutos y el sobrenadante se vertió. Se lavó cinco veces con 1 ml de PBS. Para 
cada lavado, las perlas se resuspendieron y se sedimentaron con un MPC-E.35

Finalmente, el fago se eluyó de las perlas resuspendiendo en 300 l de trietilamina 100 mM durante 30 min. Se 
añadieron 150 l de Tris 1 M pH = 7,4 para la neutralización. Las perlas se separaron de nuevo con el MPC-E.

Se usaron 150 l de sobrenadante del fago para infectar 10 ml de bacterias TG1 en fase logarítmica. El cultivo de 10 
ml se agitó en presencia de ampicilina 20 g/ml a 37 ºC durante una hora. Se añadió ampicilina a la concentración 
final de 50 g/ml y se agitó durante otra hora. Se añadió fago auxiliar M13 10

13
ufp a este cultivo, se transfirió a 100 40

ml de medio 2TY que contenía ampicilina 100 g/ml y se agitó a 37 ºC durante una hora. Se añadió kanamicina a la 
concentración final de 100 g/ml y se agitó a 30 ºC durante una noche.

El procedimiento de preparación de fagos se repitió y el procedimiento de selección se repitió otras 3 a 4 veces.

C. ELISA con anticuerpo monocatenario monoclonal

Colonias HB2151 individuales de las placas (después de 4 rondas de selección) se inocularon en 500 l de 2xTY 45
que contenía ampicilina 100 g/ml y glucosa al 1 % en placas de 96 pocillos y se cultivaron con agitación (300 rpm) 
durante una noche a 37 ºC. Se transfirieron 5 l de esta placa a una segunda placa de 96 pocillos que contenía 500 
l de 2xTY que contenía ampicilina 100 g/ml por pocillo y se cultivaron agitando a 37 ºC durante 3 h (DO600=0,9).

A cada pocillo se añadieron 50 l de 2xTY que contenía ampicilina 100 g/ml, IPTG, 10 mM (la concentración final 
es 1 mM), que se cultivó con agitación durante una noche a 30 ºC. Se centrifugó a 1800 g durante 10 minutos y se 50
usaron 100 l del sobrenadante en el siguiente ELISA.
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Se recubrieron placas de 96 pocillos (DYNEX IMMULON®1B) con PS disuelto en etanol a una concentración de 10 
g/ml (el disolvente de P6641 10 mg/ml fue cloroformo: MeOH 95:5). Se recubrieron con PC 10 g/ml de la misma 
manera. Estas placas se evaporaron a 4 ºC en la cámara frigorífica. Se añadieron 250 l de caseína 2,5 % a cada 
pocillo, y las placas se cubrieron y se bloquearon a 37 ºC durante 1 hora.

Los pocillos se aclararon 3 veces con PBS, 100 l/pocillo de suero humano 10 % y se añadieron 100 l/pocillo de 5
sobrenadante que contenía scFv soluble y se incubó durante 60 minutos a 37 ºC. La solución se descartó y se lavó 6 
veces con PBS. Se añadieron 100 l de 9E10 en caseína 5 %/BSA-PBS 0,5 % (dilución 1:5000) a cada pocillo, se 
incubó a 37 ºC durante 1 hora y se lavaron 6 veces con PBS. Se añadieron 100 l de anticuerpo de cabra anti-ratón 
conjugado con HRP (dilución 1:10000) a cada pocillo, se incubaron a 37 ºC durante una hora y se lavaron 5 veces 
con PBS. Se añadieron 100 l de OPD 0,05 % a cada pocillo y se desarrollaron durante 5 minutos. Se añadieron 10
100 l de H2SO4 0,18 M para detener la reacción y se leyó a D.O. 490.

Se sembraron en estrías clones positivos para antígeno en placas 2xTYAG y se cultivaron durante una noche a 
30 ºC. Se seleccionaron colonias positivas individuales en 3 ml de medio 2xTYAG y se cultivaron durante 12 horas a 
37 ºC. Se extrajeron los plásmidos y se comprobaron los insertos génicos de scFv por digestión enzimática y PCR. 
Se secuenciaron los que tenían los insertos del tamaño correcto.15

Las colonias con los insertos del tamaño correcto se cultivaron en 100 ml de medio 2xTYAG y se agitaron a 37 ºC 
DO 600=0,5. Estas se transfirieron a 900 ml de 2xTYAG y se cultivaron hasta DO600=0,9. Se añadió IPTG 1 M 
hasta una concentración final de 1 mM y se agitó a 30 ºC durante una noche. El sobrenadante se comprobó usando 
el mismo método de ELISA que antes. La proteína scFv se purificó de la fracción periplásmica usando cromatografía 
de afinidad de Ni++-agarosa.20

D. Resultados

Después de 4 rondas de selección, los siguientes clones dieron una señal ELISA prometedora en placas PS y tenían 
un inserto del tamaño correcto: 3E5, 3A2, G5, C8, E4 y 4D5. Estos se habían subclonado, en el que E4 dio 5 
subclones positivos y 4D5 dio 5 subclones positivos (Tabla 14).

TABLA 1425

ELISA en placa PS

0,099 0,107 0,118 0,115 0,100 0,094 0,084 0,086 0,166 0,164 0,102 0,191

0,113 0,106 0,127 0,150 0,128 0,097 0,078 0,087 0,190 0,144 0,102 0,154

0,122 0,115 0,117 0,112 0,105 0,097 0,085 0,088 0,230 0,071 0,168 0,150

0,107 0,108 0,121 0,123 0,107 0,101 0,083 0,085 0,191 0,246 0,186 0,150

0,138 0,121 0,114 0,131 0,100 0,096 0,082 0,079 0,183 0,187 0,275 0,171

0,118 0,115 0,116 0,132 0,099 0,094 0,082 0,086 0,185 0,073 0,208 0,102

0,111 0,176 0,126 0,118 0,096 0,087 0,123 0,087 0,144 0,226 0,112 0,126

0,102 0,107 0,131 0,125 0,089 0,102 0,082 0,084 0,188 0,073 0,142 0,151

3E5 3A2 G5 C8 E4 4D5

Una vez identificados los clones positivos, estos se secuenciaron. La secuencia de ácido nucleico de ScFv y 
proteína del clon 3A2 se expone en la SEC ID Nº: 5 y SEC ID Nº: 6, respectivamente. Los clones positivos se 
cultivaron a una gran escala y el scFv purificado usando cromatografía de afinidad en agarosa con níquel. El scFv 30
purificado se había obtenido usando electroforesis en gel Phast.

EJEMPLO XV

Síntesis de derivados peptídicos de unión a PE

El presente ejemplo se refiere al diseño y a la síntesis de derivados y conjugados peptídicos de unión a PE
ejemplares para su uso en el tratamiento de tumores y enfermedades víricas. Las estructuras de los derivados de 35
duramicina ejemplares se producen a partir de la siguiente descripción.

A. DLB

Se añadieron 0.5 mg (0,25 mol) de duramicina disueltos en 0,387 ml de NaHCO3 0,1 M en agua a 0,113 mg (0,25 
mol) de NHS-LC-Biotina (Sigma). La mezcla de reacción se incubó a temperatura ambiente durante 1 h y después 
a 4 ºC durante una noche. La muestra se cargó sobre una columna de sílice, se lavó con ácido trifluoroacético (TFA) 40
al 0,1 %, se eluyó con TFA al 0,1 % y CH3CN al 70 %. El eluente se recogió y se concentró por centrifugación. La 
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producción total fue de 0,5 mg.

B. DIB

Se añadieron 0,5 mg (0,25 mol) de duramicina disueltos en 0,286 ml de NaHCO3 0,1 M en agua a 0,034 mg (0,25 
moles) de clorhidrato de 2-iminotiolano (2-IT). La mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 1 h. Se 
añadieron 0,13 mg (0,26 mol) de yodoacetil-LC-Biotina (Pierce) 0,13 mg y la reacción se incubó a temperatura 5
ambiente durante 1 h y a 4 ºC durante una noche. La muestra se cargó sobre una columna de sílice, se lavó con 
TFA al 0,1 %, se eluyó con TFA al 0,1 % y CH3CN al 70 %. El eluente se recogió y se concentró por centrifugación. 
La producción total fue de 0,5 mg.

C. (DLB)4NA

Se disolvieron 1,9 mg (0,94 mol) de duramicina en 0,5 ml de NaHCO3 0,1 M en agua. Para esto, se añadieron 0,4 10
mg (0,88 mol) de NHS-LC-Biotina (Sigma) en 200 l de dimetilformamida (DMF). La mezcla se incubó a 
temperatura ambiente durante 4 h. Se añadieron 10 mg (0,17 mol) de neutravidina (NA) en 1 ml a la mezcla de 
reacción que se incubó a temperatura ambiente durante 2 h y después a 4 ºC durante una noche. Después la 
muestra de reacción se cargó sobre una columna G-25 (volumen de 50 ml) en tampón PBS. Las fracciones se 
recogieron y se analizaron por SDS PAGE (phast gel). Las fracciones que contenían proteína (7-16) se agruparon 15
conjuntamente, se esterilizaron mediante filtración a través de un filtro de 0,22 m y se determinó la concentración 
midiendo la absorción a 280 nm. La producción total fue de 5,1 mg.

Después la muestra se fraccionó mediante FPLC. Se recogieron tres picos que correspondían a lo siguiente: pico 1: 
[(DLB)4NA]3 (fracciones 17-23); pico 2: [(DLB)4]2 (fracciones 24-33) y pico 3: (DLB)4NA (fracciones 35-48). Todas las 
muestras se esterilizaron mediante filtración a través de un filtro de 0,22 m. Los rendimientos finales obtenidos 20
fueron: 0,34 mg de [(DLB)4NA]3; 0,59 mg de: [(DLB)4]2 y 1,41 mg de (DLB)4NA.

D. (DLB)4NA-F

Se añadieron 0,61 mg de (DLB)4NA en tampón PBS a 0,005 mg de N-hidroxisuccinimidil fluoresceína (NHS-
Fluoresceína) (Sigma) en DMF. La mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 1 h. La mezcla de reacción se 
fraccionó después en una columna PD10 (10 ml). Se eluyó (DLB)4NA-F en las fracciones que contenían proteína (3 25
y 4), que se agruparon entre sí y se esterilizaron por filtración a través de un filtro de 0,22 m. La producción total fue 
0,5 mg.

E. (DIM)n HIgG

La IgG humana (HIgG) se purificó primero de la siguiente manera: se aplicaron 1,3 ml HIgG (que incluía HIgG 100 
mg/ml, glicina 22,5 mg/ml y albúmina 3 mg/ml en tampón borato con EDTA 1 mM, pH 9) a una columna FPLC (S200, 30
250 ml). Las fracciones se recogieron y analizaron por SDS PAGE en un phast gel. Las fracciones que contenían 
IgG monomérico (21-32) se agruparon entre sí y se esterilizaron por filtración a través de un filtro de 0,22 m. La 
producción total como se determinó por absorción a 280 nm fue 111 mg. 

La HIgG purificada (55 mg en 13 ml de tampón borato, pH 9) se añadió a 1,003 mg en 0,5 ml de SMCC (Pierce) en 
DMF. La mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 1 h. Al mismo tiempo, otra mezcla de reacción que 35
contenía 6 mg de duramicina (3 mol; disueltos en 0,5 ml de NaHCO3 0,1 M) y 0,413 mg de 2-IT (3 mol; en NaCO3

0,1 M) a temperatura ambiente durante 1 h. Después de finalizar las reacciones, las dos mezclas de reacción se 
combinaron y se incubaron a temperatura ambiente durante 2 h y a 4 ºC durante una noche. Los productos de 
reacción se analizaron por SDS PAGE en un phast gel. Los productos de reacción se cargaron sobre una columna 
FPLC en tampón borato, pH 9. Las fracciones de FPLC correspondientes al trímero (5-14) dímero (15-24) y 40
monómero (25-37) se agruparon y esterilizaron por filtración a través de un filtro de 0,22 m. La producción total de 
monómero fue de 54,6 mg. Se unieron de cinco a siete grupos de duramicina a cada molécula de HIgG.

F. (DIM)n HIgG-F

Se añadió 1 mg (0,7 ml) de (DIM)nHIgG a 5 l de NHS-Fluoresceína en DMF. La mezcla de reacción se incubó a 
temperatura ambiente durante 1 h y se desalinizó en una columna PD-10.45

Las fracciones que contenían proteína (2-3) se agruparon y esterilizaron por filtración a través de un filtro de 0,22 
m. La producción total fue de 0,9 mg.

G. (DIM)n HIgG-B y [(DIM)n HIgG]2-B

Para sintetizar derivados biotinilados de [(DIM)n HIgG]2, se añadieron 0,66 mg (1 ml) de [(DIM)n HIgG]2 a 8 l de 
NHS-LC-Biotina 1 mg/ml (Pierce) en DMF. La mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 1 h. Después la 50
mezcla de reacción se desalinizó en una columna PD-10. Las fracciones que contenían proteína (3 y 4) se 
agruparon y se esterilizaron por filtración a través de un filtro de 0,22 m. La producción final fue de 0,46 mg.
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La biotinilación del monómero (DIM)n HIgG se realizó de la misma manera. En resumen, se añadieron 1,06 mg (0,75 
ml) de (DIM)nHIgG a 12 l de NHS-LC-Biotina 1 mg/ml en DMF. Después de incubación a temperatura ambiente 
durante 1 h, el producto de reacción se desalinizó en una columna PD-10. Las fracciones que contenían proteína (3 
y 4) se agruparon y se esterilizaron por filtración a través de un filtro de 0,22 m. La producción final fue de 0,62 mg.

H. (DIB)4NA5

Se disolvieron 2 mg (0,99 mol) de duramicina en 0,5 ml de NaHCO3 0,1 M y se añadieron a 0,136 mg (0,99 mol) 
de 2-IT. La mezcla de reacción se incubó a temperatura ambiente durante 1 h. Después de esto, se añadieron 0,483 
mg (0,95 mol) de yodoacetil-LC-Biotina (Pierce) y la mezcla de reacción se incubó a temperatura ambiente durante 
1 h. Se añadieron 10 mg (0,17 mol) de neutravidina en 1 ml de H2O y se incubó a 4 ºC durante una noche. La 
mezcla de reacción se fraccionó por FPLC. Se recogieron tres picos diferentes y se agruparon: [(DIB)4NA]310
(fracciones 17-23); [(DIB)4NA]2 (fracciones 24-33) y (DIB)4NA (fracciones 35-48). Todas las muestras se esterilizaron 
por filtración a través de un filtro de 0,22 m. Las producciones totales obtenidas fueron de 0,87 mg de [(DIB)4NA]3;
1,25 mg de [(DIB)4NA]2 y 1,83 mg de (DIB)4NA.

I. (DIB)4NA-B

Se añadieron 0,023 mg (0,3 mol) de (DIB)4NA a 0,9 g de NHS-LC-Biotina (Pierce). La reacción se incubó a 15
temperatura ambiente durante 1 h y después se desalinizó en una columna PD-10. La producción total fue de 0,04 
mg.

J. DS-1

Se añadieron 5 mg (2,5 mol) de duramicina disueltos en 0,5 ml de NaHCO3 0,1 M en agua a 0,319 mg (2,6 mol) 
de 1,3 propano sultona. La mezcla se incubó a 4 ºC durante una noche. La muestra se cargó en una columna de 20
sílice, se lavó con TFA al 0,1 %, se eluyó con TFA al 0,1 % y CH3CN al 70 %. El eluente se recogió y se concentró 
por centrifugación a presión reducida. La producción total fue de 5 mg.

K. DS-2

Se añadió 1 mg (0,497 mol) de duramicina disuelto en 0,3 ml de NaHCO3 0,1 M en agua a 0,072 mg (0,523 mol) 
de 2-IT. La mezcla de reacción se incubó a temperatura ambiente durante 1 h. Se añadieron 0,125 mg (0,49 mol) 25
de Cloruro-SBF (Pierce). La mezcla de reacción se incubó a temperatura ambiente durante 1 h y a 4 ºC durante una 
noche. El péptido se purificó sobre una columna de sílice. El eluente se recogió y se concentró por centrifugación a 
presión reducida. La producción total fue de 1 mg.

L. DS-3

Se añadió 1 mg (0,497 mol) de duramicina disuelto en 0,4 ml de NaHCO3 0,1 M en agua a 0,109 mg (0,592 mol) 30
del anhídrido cíclico de ácido 2-sulfobenzoico. La reacción se incubó a temperatura ambiente durante 1 h y a 4 ºC 
durante una noche. El péptido se purificó en una columna de sílice. El eluente se recogió y se concentró por 
centrifugación a presión reducida. La producción total fue de 1 mg.

M. DS-4

Se añadieron 0,25 mg (0,124 mol) de duramicina disueltos en 0,5 ml de NaHCO3 0,1 M en agua a 0,017 mg (0,124 35
mol) de 2-IT. La mezcla de reacción se incubó a temperatura ambiente durante 1 h. Después la mezcla se añadió a 
0,049 mg (0,124 mol) de reactivo de Ellman. La mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 2 h y durante 
una noche a 4 ºC. Se añadieron 250 l de una sal de hidrato monosódica de ácido 4-amino-5-hidroxi-2,7-naftaleno 
disulfónico 1 mg/ml a 100 l de 2-IT 1 mg/ml. La reacción se incubó a temperatura ambiente durante 1 h. Se 
añadieron 50 l de esta mezcla de reacción a la reacción previa y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 h. 40
El péptido se purificó en una columna de sílice. El eluente se recogió y se concentró por centrifugación a presión 
reducida.

N. DS-5

Se añadieron 5 mg (2,5 mol) de duramicina disueltos en 0,5 ml de NaHCO3 0,1 M en agua a 0,356 mg (2,6 mol) 
de 1,3 butano sultona. La mezcla se incubó a 4 ºC durante una noche. La muestra se cargó en una columna de 45
sílice, se lavó con TFA al 0,1 %, se eluyó con TFA al 0,1 % y CH3CN al 70 %. El eluente se recogió y se concentró 
por centrifugación a presión reducida. La producción total fue de 5 mg.

O. DC-1

Se añadieron 0,25 mg (0,124 mol) de duramicina disueltos en 0,5 ml de NaHCO3 0,1 M en agua a 0,017 mg (0,124 
mol) de 2-IT. La mezcla de reacción se incubó a temperatura ambiente durante 1 h. Después la mezcla se añadió a 50
0,049 mg (0,124 mol) de reactivo de Ellman. La mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 2 h y durante 
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una noche a 4 ºC. El péptido se purificó en una columna de sílice. El eluente se recogió y se concentró por 
centrifugación a presión reducida.

Ejemplo XVI

Los derivados de duramicina se unen específicamente a PE

El presente ejemplo muestra que los derivados de duramicina sintetizados en el ejemplo XV son específicos de PE y 5
por lo tanto pueden usarse según su diseño, ligándose a agentes impermeables para células, de direccionamiento o 
antivíricos y usarse en el tratamiento de enfermedades tumorales y víricas. 

Para ensayar la especificidad de los derivados de duramicina, particularmente la unión a PE en preferencia a otros 
fosfolípidos, se realizó una serie de ensayos ELISA de competencia. La capacidad de los derivados de duramicina 
para competir con cualquiera de DIB o DLB por la unión con PE se ensayó en el siguiente método. 10

Se disolvieron PE y PC por separado en etanol. La concentración final fue de 5 g/ml. Se añadieron 100 l a cada 
pocillo de placas ELISA de 96 pocillos (DYNEX lMMULON®1B). Estas placas se evaporaron a 4 ºC en una cámara 
frigorífica. Se añadieron 250 l de caseína al 2,5 % a cada pocillo, se cubrieron y se bloquearon a 37 ºC durante 1 
hora. El tampón de bloqueo se desechó y a cada pocillo se añadieron 100 l de caseína al 2.5 %. El compuesto de 
duramicina se añadió como diluciones en serie a través de la placa, tal como (DIM)nHIgG, (DIB)4NA, (DLB)4NA, DS, 15
duramicina y DIB.

Las concentraciones de partida de (DIM)nHIgG fueron de 1,4 mg/ml, la concentración de partida de (DIB)4NA fue de 
800 g/ml y la concentración de partida de (DLB)4NA fue de 800 g/ml. Estas se incubaron a 37 ºC durante 1 hora y 
se lavaron 5 veces con PBS. Se añadieron 100 l de estreptavidina-HRP (dilución 1:5000) a cada pocillo, se 
incubaron a 37 ºC durante 1 hora y se lavaron 5 veces con PBS. Se añadieron 100 l de OPD al 0,05 % a cada 20
pocillo y se desarrollaron durante 5 minutos. Se añadieron 100 l de H2SO4 0,18 M para detener la reacción y se 
leyó a una D.O. 490.

Los datos resultantes se tabularon y después se representaron gráficamente. Concentraciones en aumento de los 
derivados de duramicina disminuyen la absorbancia a 490 nm, mostrando que los derivados de duramicina compiten 
con DIB y DLB por la unión a fosfatidiletanolamina.25

Los perfiles de unión de fosfolípidos de las construcciones de duramicina se confirmaron usando ensayos ELISA 
posteriores. Los lípidos de ensayo respectivos PS, PE, PI, CL, PC, PG, SM, y colesterol se disolvieron por separado 
en etanol y se usaron para recubrir placas ELISA. Los compuestos de duramicina se añadieron como diluciones en 
serie a través de las placas. Después de las etapas de incubación y de lavado, se añadió un reactivo secundario de 
detección a cada pocillo y se determinó la reactividad usando el ensayo colorimétrico descrito anteriormente.30

Los perfiles de unión de fosfolípidos representativos para los derivados de biotina duramicina, DIB y DLB se 
representaron gráficamente. Se observó que DIB y DLB eran específicos para PE, siendo la unión a cada uno de 
PS, PI, CL, PC, PG y SM insignificante o no detectable. (DIM)nHlgG-B y [(DIM)nHIgG]2-B tuvieron esencialmente los 
mismos perfiles de unión que DLB. Aunque se observó unión mínima a PS a altas concentraciones de DIB, esto no 
era significativo en el contexto de este estudio, ya que la unión a PS no era detectable a concentraciones de DIB que 35
fueron saturantes y la concentración semimáxima para la unión de PE. Por lo tanto, las construcciones de 
duramicina se unen específicamente a fosfatidiletanolamina.

También se observó que el suero no tenía un efecto significativo sobre la unión a PE por los derivados de 
duramicina. Esto se ilustra a través de la unión del derivado de biotina duramicina DLB a placas ELISA recubiertas 
con PE en presencia y en ausencia de suero (BSA), en el que los perfiles de unión no muestran diferencias 40
significativas.

Ejemplo XVII

Efectos antivíricos de los derivados peptídicos de unión a PE 

Además de los efectos antivíricos mediados por anticuerpos anti PS, como se muestra en el Ejemplo XII y el Ejemplo 
XIII, el ejemplo presente demuestra que los efectos antivíricos de los derivados peptídicos que se unen 45
específicamente a cualquier otro aminofosfolípido común, PE.

A. Métodos

1. Tratamiento de células infectadas con CMV in vitro

Se infectaron monocapas confluentes de fibroblastos de prepucio diploide humano (HHF-R2) en placas de 6 pocillos 
con CMV humano AD169 que expresaba proteína fluorescente verde (GFP) a una MOI = 0,01 como se describe en 50
el Ejemplo XII (Bresnahan et al, 1996). Las células se incubaron con virus en un volumen total de 1,5 ml por pocillo a 
37 ºC durante 90 minutos. Durante la infección, las placas se balancearon suavemente cada 30 minutos. Después 
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de la infección, el sobrenadante celular se retiró y se añadió a cada pocillo DMEM/FBS al 10 %/pen-strep (2 ml por 
pocillo).

Se añadieron diferentes diluciones de derivados de duramicina (DLB)4NA, (DIM)nHIgG, DS-1, DS-2, DS-3 y DC-1 a 
los pocillos antes de la adición del virus, y después de la infección. Las células infectadas se incubaron a 37 ºC 
durante un total de 14 días. El medio y el derivado de duramicina en cada pocillo se reemplazaron cada 3 días.5

2. Microscopia fluorescente

Al igual que en el Ejemplo XII, el CMV recombinante expresa GFP bajo el control del promotor SV40. Por tanto, las 
células infectadas aparecen de color verde bajo un microscopio fluorescente. En estos estudios, las células 
infectadas con CMV tratadas con derivados de duramicina se observaron bajo un microscopio fluorescente los días 4 
y 6.10

B. Resultados

El día 4, hay células verdes positivas a GFP infectadas individualmente en pocillos no tratados y pocillos tratados 
con (DLB)4NA y (DIM)nHIgG. Por tanto, el tratamiento de células HHF-R2 con estos derivados de duramicina no 
parece inhibir la entrada de los virus en las células. Hay algunas pruebas preliminares de que los derivados de 
duramicina DS-1, DS-2 y DS-3 inhiben la entrada vírica en las células.15

El día 6 después del tratamiento con (DLB)4NA y (DIM)nHIgG, hubo una notable diferencia en la cantidad de células 
positivas a GFP infectadas en los pocillos tratados con el derivado de duramicina frente a los no tratados. El día 6, el 
virus se distribuyó desde las células infectadas sencillas observadas en el día 4 a las células circundantes en los 
pocillos no tratados. Sin embargo, el día 6 en los pocillos tratados con (DLB)4NA y (DIM)nHIgG, el virus de limitó a 
las células infectadas individualmente originales.20

Por consiguiente, (DLB)4NA y (DIM)nHIgG limitan la difusión de CMV desde las células infectadas originales a las 
células circundantes. Esta inhibición de la dispersión vírica se observa cuando las células se tratan con 
concentraciones diferentes de (DLB)4NA (100 g/ml y 50 g/ml) y (DIM)nHIgG (200 g/ml y 100 g/ml).

Ejemplo XVIII

Ventajas del anticuerpo 3G425

El anticuerpo 3G4 desarrollado por el protocolo exclusivo de los inventores, como se define en el Ejemplo IV, tiene 
muchas ventajas sobre los anticuerpos anti-PS en la bibliografía, incluyendo el anticuerpo anti-PS prominente, 3SB 
(Rote et al. (1993). El presente ejemplo describe determinadas de estas ventajas.

A. Clase y especificidad

3G4 es un anticuerpo IgG, mientras que 3SB es IgM. Los anticuerpos de la clase IgG tienen numerosas ventajas 30
sobre los de la IgM, incluyendo su mayor afinidad, menor tasa de eliminación in vivo y simplicidad de purificación, 
modificación y manipulación. Una comparación de la unión de PS del anticuerpo IgM, 3SB, con el 3G4 y otro 
anticuerpo IgG se representó gráficamente.

3G4 reacciona fuertemente con los fosfolípidos aniónicos PS, PA, PI, PG y CL con aproximadamente la misma 
intensidad, y se une al aminofosfolípido PE menos fuertemente. No tiene reactividad con PC ni SM y tiene el perfil de 35
especificidad de unión: PS=PA=PI=PG>CL>>PE (Ejemplo IV; Tabla 4). 3G4 no se une de manera detectable a 
heparina, heparán sulfato o a ADN mono o bicatenario, ni a proteínas celulares extraídas de células bEnd.3 o en 
trasferencias de Western. La unión de 3G4 no se ve afectada por la presencia de EDTA 5 mM, lo que muestra que 
no se requiere Ca2+ para la unión de 3G4 a fosfolípidos aniónicos. 3G4 no se unió a placas ELISA que se habían 
recubierto con fosfolípidos pero después de lavarse con Tween 20 al 0,2 % en solución salina, se confirma que la 40
unión era sobre el fosfolípido absorbido.

El epítopo reconocido por 3G4 parece estar dentro del núcleo de fosfoglicerol de los fosfolípidos aniónicos, que es el 
mismo en los fosfolípidos de todas las especies de mamífero. Por tanto el anticuerpo reacciona con fosfolípidos tanto 
humanos como de ratón, lo que es importante para el desarrollo preclínico y clínico. 3G4 es más específico para 
fosfolípidos aniónicos que para el ligando natural, anexina V. A diferencia de 3G4, la anexina V también se une 45
fuertemente a fosfolípidos neutros con concentraciones fisiológicas de Ca2+.

La especificidad de 3G4 por fosfolípidos aniónicos se confirmó mediante ensayos en los que los liposomas formados 
a partir de diferentes fosfolípidos se usaron para competir por la unión de 3G4 con PS inmovilizado. Los liposomas 
se prepararon a partir de soluciones de 5 mg de un fosfolípidos sencillo en cloroformo. Las soluciones se secaron 
con nitrógeno para formar una fina capa en un matraz de vidrio de fondo redondo. Diez ml de tampón Tris (0,1 M, pH 50
7,4) se añadieron después y el matraz se sometió a ultrasonido cinco veces durante 2 minutos. El anticuerpo 3G4 
(0,1 g/ml) se añadió a tampón o a diferentes liposomas de fosfolípido y se preincubaron durante 30 minutos a 
temperatura ambiente. La mezcla se añadió a placas revestidas con PS (después de bloqueo convencional), se 
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incubaron durante 1 hora, se lavaron y se añadió el anticuerpo secundario. Después de 1 hora, las placas se lavaron 
y se desarrollaron durante 5 minutos usando OPD.

Como se muestra en el Ejemplo IV, 3G4 se une a PS, PA, PI, PG y CL cuando se inmoviliza y se une a PE 
inmovilizado en un menor grado, pero no se une a PC inmovilizada. La capacidad de 3G4 para unirse a PS 
inmovilizado en presencia o en ausencia de diferentes liposomas se muestra en la FIGURA 3. Los resultados de 5
estos estudios de competición con liposomas muestran que la unión de 3G4 a PS adsorbido a placas ELISA se 
bloqueó por liposomas preparados a partir de PS, PA, PI y CL, pero que los liposomas preparados a partir de PE y 
PC no dieron como resultado una reducción detectable en la unión de 3G4 (FIG. 3). Además, los liposomas SM no 
eran inhibidores.

B. Inhibición de la proliferación celular10

3G4 se une a células activadas, en división, lesionadas, apoptóticas y malignas que externalizan PS y otros 
fosfolípidos aniónicos. El anticuerpo 3G4 inhibe la proliferación de células endoteliales in vitro y muestra una 
inhibición selectiva notable de división de células endoteliales en oposición a células quiescentes.

Se determinó el efecto de los anticuerpos anti-PS 3G4, 9D2, 3B10, 1B9, 2G7, 7C5 y 3SB sobre el crecimiento de 
células bEnd.3 in vitro. Las células bEnd.3 (10.000/pocillo) se sembraron en placas de 48 pocillos y se permitió la 15
unión. DMEM al 20 % en solitario (control) o DMEM al 20 % que contenía los anticuerpos (20 μg a 40 μg de IgG total 
por pocillo) se añadieron 4 horas después de la siembra. Cada clon se sometió a ensayo en dos placas individuales 
por triplicado. Las células se desprendieron 48 y 96 horas después, el recuento celular se determinó en cada pocillo 
y se calculó el promedio del número de células por tratamiento.

Los anticuerpos 3G4 y 9D2 eran particularmente eficaces, seguido por 3SB y 3B10, teniendo 1B9, 2G7 y 7C5 20
menores efectos inhibidores. Cada uno de los anticuerpos mostró una inhibición selectiva de división de células 
endoteliales (subconfluentes) en oposición a las células quiescentes (confluentes). En estudios comparativos, 3G4 
mostró un mayor efecto inhibidor, seguido por 9D2, cada uno de los cuales eran más inhibidores que 3SB.

C. Efectos antitumorales

3G4 se une a la superficie de células endoteliales vasculares tumorales in vivo. Cuando se inyectan por vía 25
intravenosa a ratones portadores de diversos tumores, 3G4 se localiza específica y uniformemente en el tumor, pero 
no en órganos normales. Se observó tinción en el endotelio vascular tumoral, áreas necróticas y en células malignas 
individuales. Hay múltiples sitios de unión para 3G4 en tumores, lo que permite el direccionamiento simultáneo de 
células tanto tumorales como endoteliales.

3G4 suprime la angiogénesis y el crecimiento tumoral in vivo y no muestra toxicidad de órganos detectable en 30
ratones portadores de tumores. En estudios iniciales, 3G4 ha mostrado efectos antitumorales sorprendentes en 
modelos de tumor singénico o xenogénico en el que el anticuerpo causa lesión vascular tumoral, disminución de la 
vascularidad y necrosis tumoral (Ejemplo XI). Se han observado regresiones de tumores estabilizados en el 30 % al 
50 % de los animales tratados. 

Los efectos de direccionamiento vascular y antiangiogénico del anticuerpo 3G4 se han observado en estudios 35
repetidos. Análisis de secciones tumorales de ratones desnudos portadores de tumores ortotópicos MDA-MB-231 
tratados con 3G4 revelaron efectos antiangiogénicos en todos los tumores tratados en oposición a anticuerpos de 
control. El tumor de control no mostró signos de necrosis y está muy vascularizado, como se demuestra mediante el 
marcador celular panendotelial, CD31, detectado en vasos sanguíneos tumorales. Sin embargo, los tumores de los 
ratones tratados con 3G4 tuvieron una necrosis del 80 al 90 % y casi una desaparición completa de estructuras 40
positivas a CD31, lo que indica que el tratamiento produce un efecto antiangiogénico sustancial.

Otro componente de la actividad anticancerosa de 3G4 es la inducción de lesión vascular tumoral. Esto se ilustra
mediante vasos sanguíneos en los tumores de control que están bien perfundidos, morfológicamente intactos y 
rodeados por células tumorales en división viables, mientras que se observa frecuentemente que los vasos 
sanguíneos en los animales tratados con 3G4 tienen una capa endotelial disgregada y están bloqueados por células 45
endoteliales desprendidas y, probablemente, por células hospedadoras que están unidas a los vasos desnudos. Los 
vasos en el tumor tratado con 3G4 claramente muestran una pérdida de función, lo cual se indica mediante una capa 
prenecrótica de células tumorales circundantes. Estos estudios también muestran que el tratamiento con 3G4 causa 
infiltración de leucocitos en tumores (FIG. 1).

En estos estudios, el tratamiento con 3G4 de ratones portadores de tumores MDA-MB-231 ortotópicos también 50
disminuye el volumen plasmático y reduce la densidad vascular en los tumores. Se observó una reducción de 60 % 
de porcentaje en el volumen plasmático tumoral total de ratones tratados con 3G4 en comparación con los ratones 
tratados con BBG3, según la reducción en el marcador plasmático, FITC-dextrano. El número medio de vasos CD-31 
positivos por milímetro cuadrado en tumores de ratones tratados con 3G4 fue de 50 ± 15 en comparación con 160 ±
20 en tumores de ratones tratados con BBG3, lo que representa una reducción en la vascularidad del tumor de 55
aproximadamente 70 % después de tratamiento con 3G4.
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En resumen, el examen histológico después del tratamiento de tumores MDA-MB-231 ortotópicos usando 3G4 
muestra: 1) disgregación de endotelio vascular en aproximadamente 50 % de los vasos en el tumor; 2) fijación de 
leucocitos al endotelio tumoral e infiltración de células mononucleares en el intersticio tumoral; 3) oclusión de vasos 
tumorales mediante agregados plaquetarios y eritrocitos; 4) una reducción del 70 % en la densidad microvascular en 
tumores de ratones tratados con 3G4 frente a no tratados y 5) necrosis central de los tumores con supervivencia de 5
un borde periférico de células tumorales, típico de un VTA. Por tanto, se ejerce una acción antitumoral primaria del 
anticuerpo 3G4 a través de efectos sobre la vasculatura tumoral. Otros mecanismos, particularmente citotoxicidad 
celular dependiente de anticuerpo dirigido contra las propias celulares tumorales, posiblemente contribuyen al efecto 
antitumoral. Esto es importante y puede permitir la destrucción de más células tumorales, incluyendo las que se 
encuentran en el borde periférico.10

En estudios de continuación, el efecto de 3G4 sobre el crecimiento tumoral se ha examinado en otros modelos 
murinos incluyendo xenoinjertos singénicos (fibrosarcoma Meth A de ratón), subcutáneos (linfoma Hodgkin humano 
L540) y tumores ortotópicos (cáncer de mama humano MDA-MB-231 y cáncer de mama humano MDA-MB-435). El 
tratamiento de ratones con el anticuerpo 3G4 dio como resultado un retraso del crecimiento de 90 %, 65 % y 50 % y 
70 % de estos tumores, respectivamente. Los tumores tanto pequeños (diámetro de 0,1 cm) como bien establecidos 15
(diámetro de 0,3 cm, 200 mm

3
) se inhibieron del mismo modo. El tratamiento anti-PS indujo remisiones completas 

prolongadas en el 50 % de los ratones portadores de Meth A y el 30 % de ratones con tumores MBA-MD-231. 3G4 
tiene el efecto inhibidor más elevado en ratones inmunocompetentes. Los modelos ortotópicos de tumores de mama 
humanos (MDA-MB-231 y MDA-MB-435), en los que los tumores de mama humanos se desarrollan en el panículo 
adiposo mamario de ratones son importantes ya que son modelos prácticos y realistas de cáncer mamario humano 20
que se desarrolla dentro de la mama de seres humanos.

D. Perfil de seguridad

El anticuerpo 3G4 es diferente a los anticuerpos anti fosfolípido descritos en la bibliografía. Típicamente, los 
anticuerpos anti fosfolípido se consideran anticuerpos patógenos que interfieren con la cascada de coagulación. 
Inhiben las reacciones de coagulación in vitro y causan trombosis in vivo. Por otro lado, 3G4, 9D2 y anticuerpos 25
similares son anticuerpos terapéuticos sin efectos patógenos.

1. Coagulación

Un aspecto importante de los anticuerpos 3G4, 9D2 y similares es el resultado de la capacidad de los inventores 
para preparar anticuerpos que no están ligados al síndrome antifosfolípido o a patologías asociadas.

En estudios de coagulación sanguínea in vitro, una leve inhibición de la coagulación inducida por el Factor Tisular 30
(TF) se observó usando altas dosis de anticuerpo 3G4. En otros estudios usando dosis más bajas, plasma 
recalcificado de ratones tratados con 3G4 coaguló a la misma tasa que lo hizo el plasma recalcificado de ratones 
tratados con BBG3 en presencia de factor tisular. Además, la adición de 100 g/ml de 3G4 a células más factor 
tisular in vitro no afectó a la tasa de generación del Factor Xa de coagulación en proplex (ruta de coagulación 
extrínseca).35

A pesar de la débil inhibición de la coagulación inducida por TF usando altos niveles de anticuerpo in vitro, el 
anticuerpo 3G4 se había ensayado in vivo y no causa complicaciones trombóticas en ratones normales o portadores 
de tumor (por ejemplo, véase el Ejemplo XI). El anticuerpo 3G4 también se había ensayado en monos in vivo y no se 
han observado efectos secundarios significativos.

2. Otros indicadores de baja o ninguna toxicidad40

La primera prueba de que 3G4 no tenía o tenía muy baja toxicidad en ratones procedía del hallazgo de que 3G4 se 
desarrolla como un hibridoma en ratones sin pruebas de toxicidad. Además, cuando se inyectaba 1 mg de 3G4 
purificado por vía intraperitoneal, no se observaba toxicidad.

Estudios in vivo sistemáticos se han realizado ahora en los que grupos de tres ratones BALB/c de 8 semanas de 
vida recibieron una inyección IP de 100 g de 3G4 purificado o con IgG3 de control del mismo isotipo (BBG3) tres 45
veces a la semana durante 2 a 4 semanas. No se observaron síntomas físicos de toxicidad ni síntomas 
histopatológicos de toxicidad en órganos o anomalías morfológicas se han detectado en secciones de órganos 
principales extirpados de ratones tratados con 3G4. Específicamente se examinaron los siguientes parámetros.

En términos de peso corporal, los ratones tratados con 3G4 aumentaron de peso a la misma tasa que los ratones 
tratados con BBG3. En estudios previos no se observó pérdida de peso. No hubo signos físicos de toxicidad, por 50
ejemplo pérdida de pelo, pérdida de apetito, etc. y la actividad física fue normal en comparación con la de los 
animales de control.

No se identificaron pruebas de toxicidad hematológica en comparación con los animales control. La composición de 
la sangre periférica era normal (basándose en mediciones de recuentos de sangre completa con diferenciales); la 
evaluación de la morfología de eritrocitos no mostró pruebas de hemólisis intravascular (es decir, ausencia de 55
esquistocitos); todos los parámetros de coagulación sanguínea (PT, APTT, dímero D) fueron normales. No hubo 
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cambios en los recuentos de las células sanguíneas, incluyendo eritrocitos, plaquetas, leucocitos, recuentos 
absolutos de linfocitos o recuentos absolutos de neutrófilos.

La celularidad y composición de la médula ósea eran normales. Para analizar la celularidad de la médula ósea, se 
examinaron secciones de parafina de médula ósea procedente de ratones tratados con 3G4 o BBG3 (seis 
inyecciones, 100 g) para la composición celular y celularidad total. Las médulas en los animales tratados eran 5
básicamente completamente celulares (como podría esperarse para un mamífero joven). Los progenitores eritroides, 
granulocíticos, linfocíticos y megacariocitos estaban presentes en cantidades normales. Otra toxicidad en órganos 
estaba ausente, como se evaluó mediante un examen histológico post mortem del pulmón, hígado, corazón, cerebro, 
intestino, estómago y riñón.

En resumen, no se observaron casos de toxicidad en más de 200 ratones tratados con altas dosis de 3G4 (0,1 mg) 10
tres veces a la semana durante 2-4 semanas o en ratas. Incluso cuando se proporcionaban dosis tan altas como 2 
mg, no se observaron signos de toxicidad. Los ratones conservaban síntomas físicos normales, celularidad de 
médula ósea, recuentos de leucocitos, histología y funciones de coagulación. En estudios posteriores, grupos de 
cinco ratones no portadores de tumores recibieron una sola inyección i.p. de 2 mg de 3G4, o inyecciones repetidas 
i.p. de 0,5 mg de 3G4 diariamente durante 14 días (dosis total 7 mg), no mostraron síntomas físicos de toxicidad.15

También se realizaron estudios cinéticos de eliminación sanguínea en ratones. El 3G4 se marcó con radioyodo 
usando el reactivo de Bolton Hunter y recibieron una inyección intravenosa en los ratones (25 g). Las muestras de 
sangre se extrajeron a través de la vena de la cola en diversos momentos posteriores. La tasa de eliminación 
sanguínea de 3G4 era típicamente la de una IgG de ratón en el ratón. La semivida en la fase  de eliminación fue de 
3 horas mientras que en la fase  fue de 5 días. El volumen de distribución fue normal (100 ml/kg). Estos estudios 20
indican que 3G4 no interacciona con tejidos hospedadores normales, lo que conduce a su eliminación acelerada.

El anticuerpo 3G4 humanizado también se administró a conejos ateroescleróticos y mostró que era inocuo.

3. Estudios de seguridad en monos

El anticuerpo 3G4 humanizado (véase el Ejemplo XIX, más adelante) también se administró a monos en estudios de 
seguridad y no se observaron efectos secundarios significativos. El anticuerpo 3G4 humanizado se administró IV 25
como un solo bolo hasta 100 mg/kg a monos cinomolgos. Esto es 100 veces la dosis terapéutica calculada (1 
mg/kg).

El nivel de efecto no adverso (NOAEL) fue de aproximadamente 10 mg/kg/semana en dosificación repetida. Hubo 
una prolongación transitoria en APTT y PT a las dosis de 10-100 mg/kg. No hubo cambios significativos en los 
recuentos de células sanguíneas, incluyendo leucocitos, eritrocitos y plaquetas, u otros compuestos químicos 30
clínicos.

E. Efectos antivíricos

El anticuerpo 3G4 también ejerce efectos antivíricos significativos. Como se muestra en el Ejemplo XIII, el 
tratamiento de células infectadas con VSR con 3G4 fue superior al efecto observado usando 3SB. Por lo tanto estos 
resultados destacan otra ventaja del anticuerpo 3G4 sobre el anticuerpo anti-PS prominente en la bibliografía, 3SB 35
(Rote et al. (1993)).

También se observó que el anticuerpo 3G4 era muy eficaz inhibiendo el CMV, tanto in vitro (Ejemplo XII) como 
potenciando la supervivencia de ratones infectados con mCMV in vivo (Ejemplo XXI). Además, se demuestra 
adicionalmente que el anticuerpo 3G4 inhibe la infección por el virus Pichinde, el agente infeccioso de la fiebre Lassa 
(Ejemplo XXIV). La exposición de PS en la superficie celular en el presente documento que se ha mostrado que 40
sigue la infección vírica y la capacidad del anticuerpo 3G4 para unirse a células infectadas con el virus Vaccinia 
(Ejemplo XXIII), muestra que el anticuerpo 3G4 tiene enorme potencial como un agente antivírico de amplio 
espectro.

Ejemplo XIX

Anticuerpo 3G4, secuencias CDR, construcciones quiméricas y relacionadas45

El anticuerpo 3G4 por tanto posee las propiedades combinadas de un agente antiangiogénico, antitumoral vascular y 
antivírico. Las actividades inhibidoras de 3G4 sobre la división celular, angiogénesis, crecimiento tumoral, 
infectividad vírica, junto con la ausencia de toxicidad aparente, muestran indicaciones terapéuticas amplias para este 
anticuerpo, incluyendo en el tratamiento de trastornos angiogénicos, cáncer, diabetes e infecciones víricas.

Los anticuerpos que reconocen sustancialmente el mismo epítopo que el anticuerpo 3G4 pueden generarse para su 50
uso en una o más de las siguientes terapias antiangiogénicas, antitumorales vasculares y antivíricas, por ejemplo, 
por inmunización y confirmada por estudios de competición de anticuerpos. Los anticuerpos que se unen a 
esencialmente el mismo epítopo que el anticuerpo 3G4 también pueden generarse a partir de un conocimiento de las 
secuencias del anticuerpo 3G4 proporcionadas en el presente documento. Este ejemplo proporciona las secuencias 
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de las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) del anticuerpo 3G4 y el uso de la información de 
secuencias.

A. Secuencias del anticuerpo 3G4

Las secuencias originales de las regiones variables del anticuerpo se obtuvieron por RACE a partir del hibridoma 
que produce el anticuerpo 3G4 y las secuencias verificadas. Las secuencias de ácido nucleico y de aminoácidos de 5
la región variable de la cadena pesada (Vh) de la CDR1-3 del anticuerpo 3G4 se representan por SEC ID Nº: 1 y 
SEC ID Nº: 2, respectivamente.

La SEC ID Nº: 1 y la SEC ID Nº: 2 incluyen parte de la secuencia líder de ratón y las secuencias de la cadena 
constante, como se muestra en la FIG. 2A. La secuencia líder se representa por los aminoácidos 1 a 19 de la SEC 
ID Nº: 2, y la proteína madura comienza como se muestra mediante la flecha en la FIG. 2A. Se incluye la información 10
de secuencias de la región determinante de la complementariedad suficiente mediante la secuencia de la proteína 
madura hasta la parte de la secuencia que concluye en VSS, después de la cual los aminoácidos no son esenciales 
para la unión antigénica. Como tal, el sitio BstEII en la secuencia de ácido nucleico puede usarse como un sitio 
conveniente para preparar una región variable de ratón funcional, por ejemplo, para su uso en injerto en una región 
constante humana (FIG. 2A).15

En la práctica, la secuencia 3G4-2BVH se ha injertado en una región constante 1 humana en el sitio BstEII usando 
un vector pEE de Lonza. El producto resultante contiene la secuencia líder de ratón y su VH está unida a la 
secuencia CH1 humana de la manera mostrada en la FIG. 2A, en la que ASTLGPSVFPLAPSSKSTSG (SEC ID Nº: 
7) representa la primera parte de la secuencia CH1 humana.

Las secuencias de ácido nucleico y aminoácidos de la región variable de la cadena ligera (V) de la CDR1-3 del 20
anticuerpo 3G4 se representa por la SEC ID Nº: 3 y SEC ID Nº: 4, respectivamente. De nuevo la SEC ID Nº: 3 y la 
SEC ID Nº: 4 incluyen parte de la secuencia líder de ratón y las secuencias de cadena constante, como se muestra 
en la FIG. 2B. La secuencia líder es de los aminoácidos 1 a 22 de la SEC ID Nº: 4 y la proteína madura comienza 
como se muestra por la flecha en la FIG. 2B. Se incluye información de secuencia de la región determinante de 
complementariedad suficiente por la secuencia de la proteína madura hasta la parte de la secuencia, que concluye 25
en TVF, después de la cual los aminoácidos no son esenciales para la unión antigénica. Como tal, el sitio BbsI en la 
secuencia de ácido nucleico puede usarse como un sitio conveniente para preparar una región variable de ratón 
funcional, por ejemplo, para su uso en injerto sobre una región constante humana (FIG. 2B).

En la práctica, la secuencia 3G4-2BVL se ha injertado sobre una región constante humana K en el sitio BbsI usando 
un vector pEE de Lonza. El producto resultante contiene la secuencia líder de ratón y su VL está unida dentro de la 30
secuencia CL1 humana de una manera mostrada en la FIG. 2B, en la que IFPPSDEQLKSGTAS (SEC ID Nº: 8) 
representa la primera parte de la secuencia de región constante K humana.

B. Generación y caracterización del anticuerpo quimérico humano 3G4

La construcción quimérica que contiene las regiones determinantes de complementariedad murinas y las regiones 
constantes humanas se ha producido (ch3G4) y se muestra que se comporta esencialmente de la misma manera 35
que el anticuerpo murino original.

El anticuerpo 3G4 murino se ha convertido en un anticuerpo quimérico de humano-ratón (Avanir (Xenerex) 
Biosciences, San Diego, CA). La VH murina se clonó y se injertó en la región constante 1 humana en el sitio BstEII 
del vector 2BVH de Lonza. La V murina se clonó y se injertó en la región constante K humana en el sitio BbsI del 
vector 2BVL de Lonza. Las secuencias se verificaron. Toda la construcción se expresó en células CHO y se purificó. 40
El anticuerpo quimérico de ser humano/ratón (“humanizado”) se denominó “bavituximab”.

La unión de ch3G4 resultante al menos fue tan buena como el 3G4 murino a las placas de ELISA recubiertas con 
fosfolípido. El perfil de unión in vitro del 3G4 quimérico al panel de fosfolípidos se muestra en la FIG.4, en la que se 
muestra que la unión a PS, PA, CL y Pl es similar. La unión fue específica de antígeno dado que no se observó 
unión con los anticuerpos de control de especificidad irrelevante. En determinados estudios, se observó una unión 45
aparentemente mayor del 3G4 quimérico frente al anticuerpo 3G4; esto puede deberse a la unión superior del 
anticuerpo secundario.

C. Efectos antitumorales del anticuerpo humanizado

In vitro, ch3G4 se localiza en el endotelio vascular tumoral y ejerce efectos antitumorales. Los efectos antitumorales 
de ch3G4 en células de cáncer de mama humano MDA-MB-435 que se desarrollan en ratones se describe en el 50
Ejemplo XI. El tratamiento de ratones con tumores MDA-MB-435 usando el anticuerpo quimérico retrasa de un modo 
eficaz el crecimiento tumoral en oposición a los de control.

La localización de ch3G4 se examinó en células de cáncer de mama humano MDA-MB-435 en crecimiento en 
ratones. Los ratones recibieron una inyección intravenosa de ch3G4 biotinilado o IgG de control de especificidad 
irrelevante. Una hora después, los ratones se exsanguinaron y sus tumores se extirparon y las secciones 55
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congeladas se cortaron. Los reactivos biotinilados se incubaron primero con conjugado de estreptavidina-Cy3, se 
lavaron en PBS, después se incubaron con el anticuerpo MECA 32 seguido de anticuerpo secundario marcado con 
FITC. Imágenes sencillas, tomadas con filtros apropiados para fluorescencia de Cy3 (rojo) y FITC (verde) 
respectivamente, se capturaron con una cámara digital y se transfirieron a un ordenador. Las imágenes convergidas 
demostraron un color amarillo (un producto de mezclar la fluorescencia verde y roja) se superpusieron con la ayuda 5
del programa informático Metaview.

En este método de doble tinción, las proteínas biotiniladas y el endotelio vascular se marcaron con rojo y verde. 
Cuando las proteínas biotiniladas se unían al endotelio, la imagen convergida apareció de color amarillo. El ch3G4 
biotinilado se unía al endotelio vascular tumoral, porque los compañeros de tinción convergen con el de MECA 32. 

También se marcó con radiación el bavituximab y se mostró que localizaba tumores prostáticos singénicos en ratas. 10
La perfusión tumoral reducida también se observó en ratas portadoras de tumores tratadas con bavituximab.

D. Generación y caracterización del isotipo IgG2a recombinante de 3G4

La quimera humana del anticuerpo 3G4 murino (ch3G4) es un isotipo de IgG1 humano (hIgG1). El homólogo de IgG 
murino de ch3G4 requiere un isotipo IgG2a de ratón (mlgG2a). Esta construcción se realizó y se ensayó y se muestra 
que se comporta esencialmente igual que el anticuerpo parental.15

Los vectores de expresión de Lonza pEE12.4 y pEE6.4 se obtuvieron de Lonza Biologics mediante un acuerdo con 
Peregrine Pharmaceuticals Inc. El uso de los vectores, transfección y exploración de las células de mieloma de ratón 
NS0 transfectadas se realizó de acuerdo con los Procedimientos Operativos de Lonza Biologics para su uso con: 
“células de Mieloma NS0”. En resumen, la secuencia codificante de la cadena ligera de 3G4 se amplificó mediante 
RT-PCR a partir de ARN total aislado de la línea celular de hibridoma de 3G4. Se diseñaron cebadores de la RT-20
PCR de tal manera que el fragmento amplificado contenía los sitios enzimáticos de restricción XmaI y EcoRI en cada 
extremo del producto amplificado para la clonación en el vector pEE12.4 de Lonza.

La región variable de la cadena pesada de 3G4 se amplificó mediante RT-PC a partir de ARN total aislado de la 
línea celular de hibridoma de 3G4. Se diseñaron cebadores de tal manera que el fragmento amplificado contenía los 
sitios enzimáticos de restricción HindIII y Xmal en cada extremo del producto amplificado para la clonación en el 25
vector pEE6.4 de Lonza. La región constante de IgG2a murina se amplificó por PCR a partir de un vector plasmídico 
proporcionado por el Dr. Shozo Izui. Los cebadores de la PCR se diseñaron con los sitios enzimáticos de restricción 
BstII y EcoRI en cada extremo del producto de amplificación para la clonación en el vector pEE6.4 + 3G4VH. Cabe 
destacar que el sitio BstEII se diseñó para que estuviese en fase con la secuencia de la región variable VH de 3G4 
cadena arriba. Las construcciones de la cadena pesada y ligera se combinaron en un solo vector génico doble 30
(IgG2a 3G4 12.4) cortando ambos vectores con SalI y NotI. Las regiones codificantes de la cadena pesada y ligera 
se verificaron secuenciando en la instalación principal de secuenciación de UT Southwestern.

El vector de IgG2a 3G4 12.4 se transfectó en células NS0 por electroporación. Después de la transfección, las 
células NS0 se diluyeron y se sembraron en placas en placas de 96 pocillos en medios que carecían de glutamina. 
Únicamente las células transfectadas con la construcción (que contenía el gen glutamina sintetasa para la selección 35
positiva) pueden crecer en ausencia de glutamina. Durante los siguientes dos meses, se identificaron transfectantes 
diversos explorados para la secreción de anticuerpos mediante PS-ELISA. Los transfectantes que segregaban las 
cantidades más elevadas de anticuerpo se desarrollaron en cultivos grandes para generar anticuerpos purificados. 
Los anticuerpos se purificaron usando el mismo protocolo de purificación que se usó para el anticuerpo 3G4.

Las secuencias de aminoácidos de la cadena pesada de IgG2a y la Cadena Ligera de 3G4 (C) se representan por 40
SEC ID Nº: 10 y SEC ID Nº: 11, respectivamente, como se muestra en la FIG. 2C y FIG. 2D.

Como se esperaba, los anticuerpos 2aG4 purificados migran sobre un gel SDS-PAGE como una banda de 150 kDa 
y se unen a PS en ELISA PS con una afinidad y especificidad esencialmente igual que para 3G4. Por tanto 2aG4 se 
une a fosfolípidos aniónicos con el mismo perfil que 3G4 (véase Tabla 4, anteriormente).

El isotipo IgG2a de ratón se generó principalmente para proporcionar un mejor modelo para la quimera humana, 45
ch3G4 (bavituximab). También se piensa que el isotipo IgG2a de ratón es más estable que el IgG3 de ratón, el isotipo 
normal del anticuerpo 3G4 murino. El anticuerpo 2aG4 puede generar un efecto antitumoral más fuerte que el IgG3

de 3G4, mediante una ADCC potenciada.

El anticuerpo 2aG4 se ha ensayado en un estudio preliminar en un modelo WiDr de ratón (carcinoma de colon), junto 
con los anticuerpos 3G4 y ch3G4 y el anticuerpo C44 como un control. El tratamiento comenzó el día 5, cuando los 50
tumores eran pequeños (10 ratones por grupo). Se inyectaron 100 g de cada anticuerpo 3 veces/semana y se 
controló el crecimiento tumoral. Los tres anticuerpos ensayados redujeron el crecimiento tumoral a básicamente el 
mismo grado.
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EJEMPLO XX

Anticuerpo 3G4 en terapias de combinación, incluyendo docetaxel

El presente ejemplo se refiere a terapias de combinación para el tratamiento tumoral usando el anticuerpo 3G4 y el 
fármaco quimioterapéutico, docetaxel. Estos agentes se diseñaron para atacar las células endoteliales de la 
vasculatura tumoral y compartimentos celulares tumorales que conducen a un tratamiento sinérgico con una menor 5
toxicidad. Los resultados muestran que esta terapia de combinación potencia significativamente de hecho la eficacia 
del tratamiento.

A. Efectos antitumorales mediados por el dominio Fc

Los efectos inhibidores del anticuerpo 3G4 se ensayaron en células tumorales in vitro. No se observó un efecto 
inhibidor directo en las células tumorales. Por lo tanto, es probable que los efectos antitumorales del anticuerpo 3G4 10
incluyan un aumento de funciones efectoras inmunitarias mediado por el dominio Fc, tales como fagocitosis mediada 
por anticuerpos, ADCC, CDC y estimulación de producción de citocinas o estos mecanismos combinados.

Los efectos de 3G4 sobre la fagocitosis de células positivas PS por macrófagos se han evaluado. Se trataron células 
tumorales fluorescentes con H2O2 para inducir la exposición a PS. Las células tratadas y no tratadas se recogieron 
después y se pusieron en contacto con el anticuerpo 3G4 o con un anticuerpo de control (BBG). Después, se 15
añadieron macrófagos de médula ósea de ratón, y se analizó la capacidad de los macrófagos para fagocitar las 
células tumorales fluorescentes usando un microscopio fluorescente.

Se determinó que 3G4 podría aumentar la fagocitosis de células positivas a PS por macrófagos en más de tres 
veces. Este descubrimiento confirma el razonamiento de los inventores de que el dominio Fc del anticuerpo 3G4 
contribuye a los efectos antitumorales del anticuerpo. Es decir, el dominio Fc activa las funciones efectoras 20
inmunitarias hospedadoras, que después ejercen efectos antitumorales. El anticuerpo 3G4 debería por tanto 
potenciar la actividad lítica de células NK, conduciendo a una ADCC más eficaz.

B. Docetaxel induce la exposición a PS en células endoteliales y vasos tumorales

La inducción de la exposición de PS en células endoteliales mediante concentraciones subclínicas de docetaxel se 
examinó in vitro mediante análisis FACS. Se trataron células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) y 25
células endoteliales de microvasos humanos (HMVEC) con 10 nM de docetaxel durante 24 h y se examinaron por 
FACS. Tanto las HUVEC como las HMVEC tratadas mostraron un aumento significativo en la unión a 3G4 en 
comparación con las células no tratadas. También se realizaron incubaciones con docetaxel durante 48 y 72 h.

El tratamiento de células HUVEC in vitro con concentraciones de docetaxel a 20 pM también causó que los 
fosfolípidos aniónicos se externalizaran sin inducir apoptosis.30

C. Docetaxel induce la exposición de PS en células tumorales

La inducción in vitro de la exposición de PS mediante concentraciones subclínicas de docetaxel también se examinó 
mediante análisis de FACS usando un panel de líneas celulares tumorales. Se trataron células de carcinoma de 
pulmón de Lewis de ratón 3LL, Colo26 de carcinoma de colon de ratón y cáncer de mama humano MDA-MB-435 
con 10 nM de docetaxel durante 24 h y se examinaron por FACS. Todas las líneas celulares tumorales ensayadas 35
mostraron un aumento significativo en la unión de 3G4 en comparación con las células no tratadas. También se 
realizaron incubaciones con docetaxel durante 48 y 72 h. Adicionalmente se examinaron líneas celulares tumorales 
B16 de melanoma de ratón y Meth A de fibrosarcoma de ratón y también mostraron un aumento significativo en la 
unión a 3G4 en comparación con las células no tratadas.

Las células MDA-MB-231 de cáncer mamario humano se trataron con 10 nM de docetaxel durante 24 h y se 40
incubaron con cualquiera del anticuerpo 3G4 quimérico (ch3G4) o control, IgG humana y se analizaron por FACS. 
Estos resultados muestran que el aumento significativo en la unión del anticuerpo es específico de antígeno y que el 
anticuerpo quimérico se comporta de manera similar al anticuerpo 3G4 parental.

D. Docetaxel induce la exposición de PS en vasos tumorales

Los resultados a partir de estudios controlados también mostraron que docetaxel aumenta la exposición de PS en 45
vasos tumorales. En dichos estudios, el tratamiento con docetaxel de ratones aumentó el porcentaje de vasos 
tumorales que exponen fosfolípidos aniónicos del 35 % al 60 %. No se observó inducción de PS en vasos en tejidos 
normales incluso después de tratamiento sistémico con docetaxel.

E. Tratamiento tumoral sinérgico con 3G4 y docetaxel

Por tanto los inventores mostraron que el tratamiento de células endoteliales y de células tumorales con docetaxel a 50
concentraciones subclínicas aumenta significativamente la unión a 3G4. También demostraron que el anticuerpo 
3G4 facilitar la fagocitosis mediada por macrófagos de células tumorales en las que se expone PS en la superficie. 
La unión de 3G4 aumentada mediada por docetaxel podría por tanto aumentar la fagocitosis de células tumorales y 
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otros efectos antitumorales mediados por el dominio Fc del anticuerpo 3G4, tal como aumento de la actividad lítica 
de células NK, lo que conduce a una ADCC más eficaz. Estudios de otros autores también demostraron que el 
tratamiento de pacientes con cáncer de mama con docetaxel conduce a un aumento en suero de IFN-, IL-2, IL-6 y 
niveles de citocina GM-CSF y una potenciación de la actividad de células NK y LAK (Tsavaris et al., 2002).

El efecto antitumoral de la terapia combinada de 3G4 con docetaxel fue por lo tanto examinado en un modelo 5
ortotópico en ratones SCID portadores de carcinoma humano MDA-MB-435. Los ratones portadores de tumor 
mamario humano MDA-MB-435 ortotópico se trataron i.p. solo con 3G4 (100 g/dosis), solo docetaxel (10 mg/kg) o 
3G4 en combinación con docetaxel (100 g/dosis y 10 mg/kg, respectivamente) durante tres semanas, con la 
administración 3 veces a la semana. El tratamiento comenzó 6 días después del implante de las células tumorales.

Estos estudios mostraron que el tratamiento de ratones portadores de tumores mamarios humanos MDA-MB-435 10
ortotópicos con 3G4 más docetaxel inhibió el crecimiento tumoral en 93 %. El tratamiento de ratones portadores de 
tumores MDA-MB-435 diseminados con 3G4 más docetaxel redujo el número promedio de colonias tumorales en los 
pulmones en 93 % y la mitad de los animales no desarrollaron tumores. En ambos modelos tumorales, el efecto 
antitumoral de la combinación fue estadísticamente superior (p<0,01) que el de docetaxel o 3G4 en solitario. La 
terapia de combinación redujo la densidad de los vasos tumorales y el volumen plasmático en tumores a un mayor 15
grado que lo hicieron los fármacos individuales. La terapia de combinación no fue más tóxica en los ratones que lo 
fue solo con docetaxel. Estos resultados indican que, como una terapia adyuvante, 3G4 podría potenciar el efecto 
terapéutico de docetaxel en pacientes con cáncer de mama.

F. 3G4 potencia la actividad de cisplatino contra tumores mamarios resistentes a fármacos

El anticuerpo 3G4 también potencia la actividad de cisplatino contra tumores de mama resistentes a fármacos en 20
animales. Los ratones se inocularon con tumores de mama resistentes a fármacos y se trataron después del día 20. 
Los grupos de tratamiento fueron solo cisplatino, solo con el anticuerpo 3G4, un anticuerpo de control del mismo 
isotipo (BBG3) o cisplatino en combinación con el anticuerpo 3G4.

Los tumores en los animales de control continuaron desarrollándose rápidamente. En los ratones tratados con 
cualquiera de cisplatino en solitario o solo el anticuerpo 3G4, el crecimiento tumoral se redujo. El grupo de 25
tratamiento de combinación (cisplatino y anticuerpo 3G4) mostró la mejor respuesta antitumoral. Por tanto, los 
anticuerpos tales como 3G4 potencian la eficacia de los fármacos quimioterapéuticos, tales como cisplatino, incluso 
contra tumores resistentes a fármacos.

G. Terapia de combinación de cáncer pancreático

Existe una urgente necesidad de mejorar los tratamientos para el cáncer pancreático. En seres humanos, la 30
supervivencia prolongada general para pacientes con cáncer pancreático es menor del 4 %. Aproximadamente 70-
80 % de los pacientes con cáncer pancreático fracasan en la terapia debido a metástasis en el hígado, y 
normalmente no hay terapia que sea eficaz para la enfermedad metastásica.

Se inyectaron células de adenocarcinoma pancreático de ratón Pan02 en el páncreas de ratones C57BL/6 
inmunocompetentes. El tratamiento comenzó el día 5 después de la inyección de las células tumorales. Los grupos 35
de tratamiento fueron PBS como control, el anticuerpo 3G4 en solitario (100 g), solo gemcitabina (3,5 mg), o el 
anticuerpo 3G4 en combinación con gemcitabina (100 g y 3,5 mg, respectivamente). La gemcitabina es una 
pirimidina anti-metabolito. Los animales se sacrificaron el día 22 después de la inyección de las células tumorales y 
el peso tumoral se determinó.

En estos estudios, tanto la gemcitabina como el anticuerpo 3G4 mostraron un efecto antitumoral significativo. Los 40
animales tratados con gemcitabina en combinación con el anticuerpo 3G4 mostraron un efecto antitumoral 
significativamente potenciado sobre cada agente en solitario, sin efectos adversos, por ejemplo, en pérdida de peso. 
La metástasis nodal, peritoneal y hepática también se redujo significativamente en el tratamiento con cualquiera de 
gemcitabina o solo con el anticuerpo 3G4. De nuevo, los animales tratados con gemcitabina en combinación con el 
anticuerpo 3G4 mostraron una metástasis nodal, peritoneal y hepática significativamente reducida cuando se 45
comparaba con cada agente en solitario. Cabe destacar que en los animales tratados con la combinación de 
gemcitabina y el anticuerpo 3G4, no hubo metástasis detectable en el hígado. Esto es significativo, ya que en seres 
humanos, las metástasis en el hígado son la causa más frecuente de muerte después del diagnóstico de cáncer 
pancreático.

Estos estudios también muestran una infiltración significativa de macrófagos en el tumor en el grupo de tratamiento 50
de combinación. La densidad de los microvasos se redujo después del tratamiento con el anticuerpo 3G4 en solitario 
y con el anticuerpo 3G4 en combinación con gemcitabina.

H. Tratamiento de cáncer de pulmón con radiación y 3G4

En estudios de ratones con cáncer de pulmón, la irradiación focal con 10 Gy indujo la exposición de PS en el 
endotelio de vasos sanguíneos tumorales, como se muestra en estudios de doble marcaje. En la fase de tratamiento, 55
tanto la irradiación como el anticuerpo 3G4 en solitario mostraron un efecto antitumoral. De nuevo, la combinación 
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de modalidades de tratamiento, es decir, irradiación y el anticuerpo 3G4, mostraron el mayor efecto antitumoral.

I. El direccionamiento de 3G4 de células tumorales apoptóticas a FcR en células dendríticas

Los tumores de ratones tratados con 3G4 más docetaxel también contenían cantidades inusuales de linfocitos, en 
comparación con los tumores de control. Aunque este fenómeno podría representar quimioatracción típica de las 
células inmunitarias disgregando células tumorales, también podría reflejar la activación del sistema inmunitario 5
mediante la unión de Fc a través de 3G4 a FcR en células efectoras inmunitarias.

Para caracterizar los efectos de la administración de 3G4 y de docetaxel en el infiltrado celular inmunitario 
intratumoral, pueden identificarse los tipos de células presentes en estos infiltrados por inmunotinción de secciones 
congeladas y/o secciones en parafina de tejidos tumorales usando anticuerpos dirigidos contra marcadores 
específicos de macrófagos, neutrófilos, granulocitos, células NK y linfocitos activados (Pharmingen, San Diego, CA). 10
El grado, fenotipo y estado de activación de este infiltrado puede graduarse. La producción de citocinas a través de 
la infiltración de células inmunitarias, incluyendo IL-2 e INF, también puede analizarse mediante técnicas 
inmunohistoquímicas. Los niveles de citocinas en suero pueden evaluarse por ELISA y tinción intracelular pueden 
usarse para identificar los compartimentos celulares específicos responsables de la producción de citocinas. Los 
efectos de las células inmunitarias infiltrantes en la proliferación celular tumoral y apoptosis pueden por tanto 15
evaluarse sistemáticamente.

A la luz de los datos anteriores, los autores de la invención contemplaron adicionalmente métodos que potenciaban 
la fuerza de la inmunoterapia del cáncer de mama mediante el direccionamiento de células tumorales apoptóticas 
mediado por 3G4 al receptor Fc gamma (Fc()R) en células dendríticas. La presentación eficiente del antígeno, que 
induce respuestas inmunitarias celulares y humorales eficaces, es importante para el desarrollo de vacunas 20
tumorales e inmunoterapias. Las células dendríticas (CD) son las células presentadoras del antígeno (CPA) más 
fuertes, que sensibilizan a los linfocitos T citotóxicos contra antígenos asociados a tumores. La mejora de la 
presentación antigénica tumoral mediante las células dendríticas (CD) podría conducir al desarrollo de vacunas 
tumorales más fuertes.

La presentación antigénica mediante la internalización mediada por el receptor Fc()R de las CD puede potenciarse 25
hasta 1.000 veces en comparación con la pinocitosis antigénica en fase fluida. Las células tumorales apoptóticas 
(CTA) son una excelente fuente de antígenos para la carga de células dendríticas porque pueden presentarse de un 
modo eficaz múltiples antígenos específicos de tumor (tanto conocidos como desconocidos) a linfocitos T sin tratar, 
lo que hace que aparezcan variantes de escape inmunitarias menos probablemente debido al bloqueo de 
determinados epítopos. En estudios con animales, se ha demostrado que las CD impulsadas con CTA producen una 30
potente inmunidad antitumoral in vitro e in vivo. Sin embargo, datos recientes han demostrado que las CTA en 
solitario fueron algo menos eficaces para activar la inmunidad antitumoral, posiblemente debido a su capacidad 
insuficiente e incapaz para inducir la maduración de CD.

Recientes estudios también han demostrado que el complejo CTA-inmunitario, formado por la unión de anticuerpo 
antitumoral contra células tumorales apoptóticas, puede dirigirse a Fc()R en CD. En comparación con las CTA en 35
solitario, los complejos CTA-inmunitarios se internalizaban de un modo más eficaz mediante CD, más eficaz en la 
inducción de la activación de CD y maduración, y lo que es más importante, los complejos CTA-inmunitarios pueden 
potenciar significativamente tanto la presentación antigénica limitada de MHC I y II, por lo tanto inducir una potente 
inmunidad CTL y auxiliares T antitumorales.

Los inventores por tanto consideran el uso de anticuerpos anti-PS de la presente invención para potenciar inmunidad 40
antitumoral tanto hormonal como celular, y reforzar la eficacia de vacunas tumorales con CD basadas en CTA. Como 
PS es un marcador específico universal y el más abundante de las células tumorales apoptóticas, el panel de 
anticuerpos de la invención, particularmente 3G4, puede unirse a PS en CTA. Los inventores han demostrado ya 
que 3G4 puede potenciar la captación de CD en células tumorales apoptóticas un 300 % a través de la 
internalización mediada por Fc()R de complejos 3G4-CTA. Potenciando la captación de CTA por CD mediante 45
Fc()R, se razona por lo tanto que los anticuerpos 3G4 y similares puedan potenciar enormemente la presentación 
antigénica limitada tanto a MHC I como a II, inducir tanto la inmunidad antitumoral hormonal como celular fuerte y 
reforzar la eficacia de las vacunas tumorales de CD basadas en CTA. Esto puede demostrarse estableciendo la 
eficacia de CD cargadas con complejos inmunitarios 3G4-CTA en la inducción de T h1, CTL y respuesta de 
anticuerpos in vivo y determinando la fuerza de la inmunidad antitumoral inducida por la inmunización de CD 50
cargada con complejos inmunitarios 3G4-CTA in vivo.

EJEMPLO XXI

Los anticuerpos anti-PS tratan infecciones CMV in vivo

Después de los efectos antivíricos contra CMV in vitro mostrados en el Ejemplo XII, el presente ejemplo demuestra 
la supervivencia potenciada de ratones infectados con la versión murina de virus CMV, mCMV.55

Se infectaron ratones Balb/C (de 6 semanas de vida, cinco ratones por grupo) por vía i.p. con 5 x 105 ufp de mCMV 
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RVG102. Los ratones se trataron i.p. el día 1 con el anticuerpo 3G4 (1 mg/ratón), o el anticuerpo quimérico ser 
humano-ratón, ch3G4 descrito anteriormente (1 mg/ratón). Los ratones no tratados sirvieron como control. Los 
ratones se trataron cada cuatro días después de esto con 0,5 mg/ratón de anticuerpo o anticuerpo quimérico hasta el 
día 26. Los ratones se monitorizaron para la supervivencia pasados los 90 días post-infección.

El tratamiento con las formas tanto quiméricas como parentales del anticuerpo 3G4 dieron como resultado un 5
aumento de la supervivencia de los ratones infectados con mCMV. Los ratones tratados con 3G4 o con ch3G4 
tuvieron una supervivencia del 100 % y del 80 %, respectivamente, en comparación con los ratones no tratados, en 
los que únicamente 25 % de los ratones sobrevivieron a la infección.

EJEMPLO XXII

El derivado peptídico de unión a PE trata la infección de CMV in vivo10

Además de los efectos antivíricos in vitro contra el CMV mostrados en el Ejemplo XVII, este ejemplo demuestra que 
el derivado de duramicina-biotina, DLB aumenta la supervivencia de ratones infectados con mCMV.

Se infectaron ratones Balb/C (6 semanas de vida, cinco ratones por grupo) por vía i.p. con 5 x 105 ufp de mCMV 
RVG102. Los ratones se trataron por vía i.p. el día 1 y cada cuatro días con 20 g/ratón del derivado de duramicina, 
DLB. Los ratones no tratados sirvieron como control. Los ratones se monitorizaron para la supervivencia pasados 90 15
días después de la infección.

El tratamiento con el derivado de duracimina-biotina, DLB potenció la supervivencia de los ratones infectados con 
mCMV. Los ratones tratados con DLB tuvieron una supervivencia del 100 %, en comparación con los ratones no 
tratados, en los que únicamente 25 % de los ratones sobrevivieron a la infección.

EJEMPLO XXIII20

Los anticuerpos anti-PS se unen a células infectadas con virus

El presente ejemplo muestra que la infección vírica induce la exposición de PS en la superficie celular y que los 
anticuerpos anti-PS se unen a células infectadas con virus. Las células infectadas con el virus de la vacuna 
comienzan a volverse positivas para PS, como se muestra mediante un aumento de la unión del anticuerpo 3G4 
quimérico a la superficie celular lo que se ha demostrado por análisis FACS.25

Las células U937 se infectaron con el virus Vaccinia sometido a tripsina a una alta m.o.i. de 2. En resumen, el virus 
Vaccinia se trató con el mismo volumen de 0,25 mg/ml de tripsina durante 30 minutos a 37 ºC. El virus se añadió a 
células U937 en un volumen de 0,5 ml. Después de 1,5 h, se añadió medio reciente a las células y las células se 
incubaron en un matraz T25 a 37 ºC durante 2 días. Las células no infectadas sirvieron como controles.

Las células infectadas y no infectadas U937 se tiñeron con un anticuerpo primario, bien con el anticuerpo 3G4 30
quimérico (ch3G4) o con IgG humana (HIgG) como control. Las células se lavaron, se bloquearon con suero murino 
normal y después se tiñeron con el anticuerpo primario durante 45 minutos en hielo. Después de tres lavados, las 
células se tiñeron con una dilución de 1:400 del anticuerpo secundario anti-humano conjugado con FITC de cabra y 
se analizaron en un FACScan.

Los resultados de los análisis FACS muestran que hubo un cambio significativo con ch3G4 en células U-937 35
infectadas con el virus Vaccinia, en comparación con lo obtenido en células U937 no infectadas. Por lo tanto este 
estudio muestra que la infección de células con virus Vaccinia conduce a una exposición de PS sobre la superficie 
celular y que la versión quimérica del anticuerpo anti-PS, 3G4 es capaz de unirse a estas células infectadas con 
virus.

EJEMPLO XXIV40

Efectos antivíricos de los anticuerpos anti-PS frente al virus Pichinde

Además de los efectos antivíricos contra CMV y VSR, el presente ejemplo muestra adicionalmente que los 
anticuerpos anti-PS inhiben la infección del virus Pichinde in vitro. El virus Pichinde es un arenavirus del Nuevo 
Mundo que no es patógeno en seres humanos y se usa en un modelo animal para la fiebre de Lassa.

Se trataron monocapas confluentes de células Vero con el anticuerpo 3G4 o con un anticuerpo de control del mismo 45
isotipo, GV39G, después de infección con el virus Pichinde a una m.o.i. baja de 0,01 ufp/célula. En resumen, las 
células se incubaron con virus en un volumen total de 1 ml por pocillo a 37 ºC durante 90 minutos. Durante la 
infección, las placas se movieron suavemente cada 30 minutos. Después de la infección, el sobrenadante celular se 
retiró y se añadió DMEM/FBS al 10 %/pen-strep a cada pocillo (2 ml por pocillo). El día 2, las células se recogieron 
con tripsina y se dejaron adherirse a portaobjetos de cámara Biocoat. Se fijaron y se tiñeron con suero policlonal de 50
conejo anti-PIC seguido por un anticuerpo secundario anti-conejo de cabra conjugado con biotina (solo el anticuerpo 
secundario no produce tinción). El número de células infectadas por campo de 100 células se contó.
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En las células tratadas con 3G4, el virus está limitado a células individuales que se tiñen de un color rojo oscuro, en 
un número aproximado de una de aproximadamente cien células. Probablemente estas células estaban 
originalmente infectadas por el virus, como se observa con CMV (Ejemplo XII). Sin embargo, en células tratadas con 
el control, anticuerpo GV39G, el virus se diseminó e infectó todas las células.

Este patrón de inhibición de replicación vírica es similar al observado cuando se usa 3G4 para tratar fibroblastos 5
humanos infectados por CMV. Por tanto, el anticuerpo anti-PS, 3G4 previene de un modo eficaz y cuantificable la 
dispersión del virus Pichinde de célula a célula.

EJEMPLO XXV

El tratamiento tumoral usando derivado peptídico de unión a PE

Además de los efectos antivíricos de los derivados de duramicina, tanto in vitro como in vivo, el presente ejemplo 10
demuestra la localización de los derivados de duramicina en la vasculatura tumoral y efectos antitumorales 
asociados.

A. Tratamiento tumoral con el conjugado de duramicina-HuIgG

En primer lugar se purificó la IgG humana (HIgG) como se describe en el Ejemplo XV. La HIgG purificada se ligó a 
duramicina usando el enlazador SIAB, y el conjugado resultante (D-SIAB)nHIgG se purificó.15

Se cultivó la línea celular de fibrosarcoma de ratón MethA, se recogió a una fase logarítmica y se resuspendió en 
DPBS. Se inyectaron aproximadamente 106 células tumorales MethA por vía subcutánea en el dorso central de 
ratones macho BALB/c de 6-8 semanas de vida. 5 días después del implante, los ratones se separaron al azar en 
dos grupos (n=15). Desde el día 10, un grupo recibió 150 g de conjugado de duramicina-HuIgG mediante inyección 
intraperitoneal durante 2 semanas consecutivas. El otro grupo recibió la misma cantidad de HuIgG como control. Los 20
volúmenes tumorales se midieron dos veces a la semana y se calcularon usando la fórmula 1/2ab2, (en la que “a” es 
el eje longitudinal y “b” es el eje corto del tumor). Los ratones se sacrificaron cuando los tumores alcanzaron un 
tamaño de aproximadamente 1400 mm3.

El conjugado duramicina-HIgG inhibió el crecimiento tumoral MethA en ratones BALB/c a una dosis de 150 g/día, 
en comparación con el control de IgG humano.25

B. El conjugado de duramicina-HuIgG se localiza en la vasculatura tumoral

Usando el mismo modelo tumoral de ratón MethA como se indica anteriormente, cuando el tamaño del tumor 
alcanza 500 mm3, se inyectan 100 g de (D-SIAB)nHIgG en 100 l de PBS a través de la vena de la cola. Como 
control se inyectó la misma cantidad de IgG humana. Después de 4 horas, los ratones se sacrificaron y se 
perfundieron con solución salina normal durante 5 minutos y paraformaldehído al 1 % durante 10 minutos. El tumor y 30
otros órganos principales se diseccionaron y se congelaron en nitrógeno líquido. Después de incorporarse en OCT, 
el tejido se crioseccionó en una sección de 10 m y se colocó en portaobjetos silanizados. Después de fijar en 
acetona fría durante 10 minutos, los portaobjetos se tiñeron con anti-IgG humano de cabra marcado con peroxidasa 
para detectar la biodistribución de la duramicina-HuIgG. El anticuerpo de cabra anti-IgG de rata marcado con 
peroxidasa y Meca32 se usaron para detectar la vasculatura sanguínea de los tejidos.35

Este estudio muestra que el conjugado de duramicina-HIgG se localiza en la vasculatura tumoral en los animales 
tratados.

EJEMPLO XXVI

Biodistribución y propiedades de los conjugados de duramicina

El presente ejemplo demuestra la ausencia de toxicidad de los derivados de duramicina impermeables en la célula in 40
vitro, la biodistribución de los derivados de duramicina administrados in vivo y la capacidad de los conjugados 
duramicina-anticuerpo para aumentar la fagocitosis de las células apoptóticas por macrófagos.

A. Los conjugados de duramicina-biotina no son citotóxicos

Los derivados de duramicina y conjugados de la invención se diseñan para minimizar los efectos tóxicos no 
específicos de la molécula de duramicina parental. En muchos ejemplos, esto se consigue uniendo la duramicina a 45
un grupo impermeable a células (Ejemplo XV).

La construcción de duramicina biotinilada DLB se preparó como se describe en el Ejemplo XV. El compuesto de 
duramicina no modificado y DLB se ensayaron con respecto a sus efectos citotóxicos en HUVEC usando el ensayo 
MTT. Aunque la duramicina no modificada mostró una toxicidad dependiente de la dosis, la DLB no fue tóxica, del 
mismo modo que el control no tratado.50

B. Localización del conjugado de duramicina-biotina en macrófagos en pulmones
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La línea celular de cáncer de mama humano MDA-MB-435 se cultivó, se recogió a una fase logarítmica y se 
resuspendió en DPBS. Aproximadamente 107 células se inyectaron en el panículo adiposo mamario de ratones 
desnudos etílicos hembra de 6-8 semanas de vida. Se inyectaron 100 g de duramicina-biotina en 100 l de PBS a 
través de la vena de la cola. Después de 4 horas, los ratones se sacrificaron y se perfundieron con solución salina 
normal durante 5 minutos y paraformaldehído al 1 % durante 10 minutos. Los órganos principales, incluyendo 5
corazón, pulmón, hígado, riñón, cerebro, intestino, testículos y bazo se diseccionaron y se congelaron en nitrógeno 
líquido. Después de incorporar en OCT, el tejido se crioseccionó en secciones de 10 m y se colocó en portaobjetos 
silanizados. Después de fijar en acetona fría durante 10 minutos, los portaobjetos se tiñeron con estreptavidina 
marcada con Cy3 para detectar la biodistribución de la construcción duramicina-biotina. Para detectar la vasculatura 
sanguínea de tejido se usaron Meca32 y anti-IgG de rata de cabra marcado con FITC.10

La inyección intravenosa del conjugado duramicina-biotina en ratones desnudos portadores de tumores MDA-MB-
435 dio como resultado la deposición del fármaco en las células tumorales, túbulos renales y en los macrófagos en 
el pulmón. Hubo una deposición mínima en hígado y no hubo distribución detectable en cerebro, intestino, testículos. 
La localización de los macrófagos en el pulmón aprovecharse en las realizaciones antivíricas de la invención.

C. El conjugado de duramicina-anticuerpo potencia la fagocitosis de células apoptóticas15

La capacidad de un conjugado de duramicina-anticuerpo (duramicina-C44, DuC44) para aumentar la fagocitosis de 
células apoptóticas se investigó después.

Se aislaron macrófagos y se cultivaron de médula ósea de ratón. El medio usado para el aislamiento, cultivo y 
estimulación de macrófagos BM fue DMEM que contenía glutamina 2 mM, NaHCO3 0,37 % (p/v), FCS termo-
inactivado al 10 % (v/v) y GM-CSF de ratón 0,5 ng/ml. Las células de médula ósea se lavaron abundantemente 20
asépticamente a partir de los fémures diseccionados mediante un chorro de medio completo dirigido a través de una 
aguja de calibre 25. Después las células se ajustaron a una densidad de aproximadamente 3 x 105 células/ml de 
medio completo y se distribuyeron en alícuotas de 0,5 ml en portaobjetos de cámara de 8 pocillos.

Las células se incubaron durante 1 hora a 37 ºC en CO2 al 5 %, en una cámara húmeda para permitir que los 
macrófagos se adhieran y se distribuyan. Las células no adherentes se retiraron añadiendo 5 ml de PBS caliente a 25
cada pocillo, las células no adherentes se resuspendieron golpeando moderadamente la placa y sacudiendo los 
portaobjetos para desechar las células no adherentes. Este lavado se realizó un total de tres veces. Las células se 
mantuvieron a 37 ºC con una atmósfera de CO2 al 7,5 % (v/v) durante 5 días. El medio completo se cambió cada dos 
días hasta que se usaron las células.

Se usó el siguiente método para marcar células diana HL-60 con un trazador de células fluorescentes. Se preparó 30
una solución de reserva SE CFDA 10 mM inmediatamente antes del uso disolviendo los contenidos del colorante del 
vial en 90 l de DMSO y diluyendo en PBS a 10 M. Se usó la centrifugación para obtener un sedimento celular de 
HL-60 y se aspiró el sobrenadante. Las células se resuspendieron en CFDA/PBS y se incubaron a 37 ºC durante 15 
minutos. Las muestras se centrifugaron y se aspiró el sobrenadante. Las células se resuspendieron en medio y se 
incubaron durante otros 30 minutos. Se confirmó que la viabilidad celular y la fluorescencia eran más del 95 %.35

En este ensayo de fagocitosis, las células HL-60 marcadas se expusieron a UV 254 nm durante 5 minutos y se 
incubaron a 37 ºC durante una hora para inducir la apoptosis. Se incubaron 10

4
células HL-60 apoptóticas con 

macrófagos durante una hora. El conjugado de duramicina-C44 se incluyó a la concentración de 10 g/ml. Se usó la 
misma concentración de anticuerpo BBG3 de ratón como un control negativo, y también se incluyó el anticuerpo 3G4 
para la comparación. Se añadió Hoechst 33342 en el medio en los últimos 45 minutos a una concentración de 10 40
g/ml.

Los portaobjetos se lavaron con PBS 3 veces y se fijaron en paraformaldehído al 4 % durante 15 minutos. Los 
portaobjetos se tiñeron con anticuerpo de rata anti-CD11 de ratón (CD11 es un marcador de macrófagos), se 
diluyeron en gelatina al 0,2 % durante una hora, se lavaron y se tiñeron con rojo Texas marcado con anticuerpo 
secundario de cabra anti-rata.45

Las células se analizaron con el microscopio fluorescente. Los macrófagos se identificaron como células rojas, 
debido al marcador CD11. Los macrófagos que habían fagocitado células apoptóticas se identificaron como células 
de color verde, debido al trazador fluorescente en las células diana. Las células de color rojo y verde se contaron y 
se cuantificó la fagocitosis como el porcentaje de fagocitos positivos para la captación.

Este estudio muestra que el conjugado de duramicina-anticuerpo, DuC44 potencia la fagocitosis de células HL-60 50
apoptóticas por macrófagos. Por tanto, la parte de duramicina se une a la superficie de las células apoptóticas, lo 
que permite que la parte que sobresale del anticuerpo del conjugado sea reconocida por los macrófagos. El 
conjugado duramicina-anticuerpo por tanto funciona de manera similar al anticuerpo 3G4. Como se esperaba, un 
fragmento (Fab)2 del anticuerpo 3G4, que carece de la región Fc, no indujo la fagocitosis por encima de los niveles 
de control.55

Como un estudio anterior mostró que los conjugados de duramicina-biotina se localizaban en macrófagos en el 
pulmón después de la administración in vivo, la estimulación de fagocitosis mediada por macrófagos de células 
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apoptóticas mostrada en el presente estudio tiene importantes implicaciones para los usos terapéuticos de la 
presente invención, tal como en el tratamiento de infecciones víricas pulmonares.

EJEMPLO XXVII

Infiltración de macrófagos durante el tratamiento de tumores

Como se muestra en los estudios anteriores, los anticuerpos contra aminofosfolípidos y fosfolípidos aniónicos son 5
eficaces en el tratamiento de tumores. Por ejemplo, el anticuerpo 3G4 se localiza específicamente en vasos 
tumorales, que causa la destrucción de vasos tumorales y retrasa el crecimiento tumoral en modelos murinos 
múltiples sin causar toxicidad (Ejemplo XI; Ejemplo XVIII). El presente ejemplo muestra que el tratamiento de 3G4 de 
animales con tumores también causa leucocitos mononucleares que se unen al endotelio vascular tumoral e induce 
los macrófagos para infiltrarse en el tumor.10

A. Métodos

Grupos de 8-10 ratones SCID hembra recibieron una inyección subcutánea de 2 x 107 células L540 o por vía 
ortotópica de 1 x 107 MDA-MB-435 o MDA-MB-231. Los ratones BALB/c recibieron una inyección subcutánea de 
células Meth A 1 x 106. Se dejó que creciesen los tumores a un diámetro promedio de 0,8-1 cm (L540), 0,6-0,7 cm 
(MDA-MB-435), 0,5-0,7 cm (MDA-MB-231) o <0,1 cm (Meth A). Los ratones se trataron después i.p. con 100 g de 15
anticuerpo 3G4 o de anticuerpo de control (BBG3) tres veces a la semana durante 2-3 semanas. Los animales se 
controlaron tres veces a la semana con respecto al tamaño del tumor y peso corporal. Los ratones se sacrificaron 
cuando los tumores en los ratones de control alcanzaron un diámetro de 1,5-2 cm.

B. Resultados

El tratamiento con 3G4 de ratones portadores de tumores ortotópicos MDA-MB-435 y MDA-MB-231 causaron que 20
los leucocitos mononucleares se unieran al endotelio tumoral vascular y se infiltraran en el intersticio tumoral (FIG. 
6A, FIG. 6B, FIG. 6C y FIG. 6D). En esta figura, la tinción roja muestra endotelio, la tinción verde muestra 
macrófagos y la tinción azul muestra núcleos.

A menudo los vasos en los tumores tratados con 3G4 se empaquetaron con leucocitos mononucleares (FIG. 6D), 
mientras que solamente se observaron leucocitos ocasionales que se adherían a los vasos en los tumores de 25
ratones de control, tratados con BBG3 (FIG. 6C). Los leucocitos mononucleares se infiltraron en el intersticio de 
tumores de ratones tratados con 3G4 en números muyo mayores que en los ratones tratados con BBG3 (compárese 
la FIG. 6B y la FIG. 6A).

Casi todas las células (>90 %) que se adherían a los vasos tumorales y se infiltraban en los tumores expresaban los 
marcadores de monocitos/macrófago F4/80, M1/70 (CD11b, Mac-1) y FcR (FIG. 6A, FIG. 6B, FIG. 6C y FIG. 6D). 30
Las células carecían del marcador de neutrófilos, Ly-6G, el marcador de células NK, Ly-49, y el marcador de células 
dendríticas, CD11c. Los marcadores linfocíticos no estaban presentes, como se esperaba de ratones SCID. En su 
conjunto, estos resultados indican que las células que se adherían a vasos tumorales y que se infiltraban en el 
intersticio tumoral eran monocitos y macrófagos respectivamente.

EJEMPLO XXVIII35

Los fragmentos F(ab’)2 son eficaces en el tratamiento de tumores

Los anticuerpos contra aminofosfolípidos y fosfolípidos aniónicos, tales como el anticuerpo 3G4, son eficaces en el 
tratamiento tumoral (Ejemplo XI; Ejemplo XVIII). El presente ejemplo muestra que el fragmento F(ab’)2 del anticuerpo 
3G4 es eficaz como un anticuerpo intacto 3G4 en el tratamiento de tumor.

En estudios controlados se trataron ratones con tumores (el día 9) con cualquiera del anticuerpo 3G4, el fragmento 40
F(ab’)2 del anticuerpo 3G4 o un anticuerpo de control del mismo isotipo (BBG3). Los tumores en los animales de 
control continuaron creciendo rápidamente, mientras que en los ratones tratados con cualquiera del anticuerpo 3G4 
o el fragmento F(ab’)2 del anticuerpo 3G4, el desarrollo del tumor disminuyó significativamente (FIG. 8). El fragmento 
F(ab’)2 era al menos tan eficaz como el anticuerpo intacto (FIG. 8), y el efecto antitumoral del efecto del fragmento 
F(ab’)2 puede haberse sobreestimado en estos estudios.45

Esto confirma el propósito de que los anticuerpos tales como 3G4 potencian la capacidad de los monocitos y 
macrófagos para crear una respuesta inflamatoria contra la vasculatura y células tumorales que expresan PS. Los 
anticuerpos tales con 3G4 pueden impedir que PS sobre la vasculatura tumoral silencie las respuestas inflamatorias 
del hospedador, por tanto permitiendo que los macrófagos segreguen citocinas inflamatorias, tales como TNF-, IL-1 
y otras, directamente lesionando el endotelio tumoral y reclutando adicionalmente células hospedadoras en el tumor 50
(FIG. 7).

EJEMPLO XXIX

El dímero de anexina V se localiza en vasos tumorales mejor que en los monómeros
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El Ejemplo XXVII y el Ejemplo XXVIII se refieren a la función de los macrófagos en el tratamiento de tumores usando 
anticuerpos contra aminofosfolípidos y fosfolípidos aniónicos. A partir de estos datos y otra información, los 
inventores desarrollaron los aspectos de los receptorcuerpos de la invención en general. Como se confirma por 
dichas realizaciones, se generó un homodímero de anexina V y se encontró que se localizaba en vasos tumorales 
mejor que el monómero de anexina V correspondiente.5

EJEMPLO XXX

La unión simultánea de 3G4 y 2GPI contra PS

El presente ejemplo demuestra que la interacción entre el anticuerpo 3G4 y PS es dependiente de la proteína 
plasmática, la glucoproteína 2 I (2GPI). 3G4 se une a 2GPI en el dominio II, que no está ligado con anticuerpos 
patógenos aislados de pacientes con APS (que normalmente reconocen el dominio I de 2GPI). Los datos muestran 10
que los complejos divalentes 3G4/2GPI se requieren para la unión a PS potenciada, incluyendo células positivas a 
PS, dado que los fragmentos Fab’ de 3G4 no tienen esta actividad. La unión divalente de 3G4/2GPI a células 
positivas para PS confirma el uso de la construcción Fc-2GPI de la invención, que también son dímeros, para 
dirigirse a células positivas para PS y por tanto tratan enfermedades tales como cáncer e infecciones víricas.

A. Materiales y Métodos15

1. Materiales

El medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) y tripsina/EDTA se obtuvieron en Mediatech, Inc. (Herndon, VA). 
El suero bovino fetal (FBS), el suero humano normal, el suero de rata normal y el suero de ratón normal se 
obtuvieron en Biomeda (Foster City, CA). El plasma humano reciente se obtuvo en Carter Blood Care (Dallas, TX). 
El Medio de Hibridoma asérico, complemento NSO de Synthechol, la L--fosfatidilserina (PS), la albúmina de suero 20
bovino (BSA) y la ovoalbúmina de clara de huevo de pollo (OVA) y se obtuvieron en Sigma Chemical Co. (St. Louis, 
MO). La DEAE celulosa, la heparina-sepharose, y las membranas Hybon-P se obtuvieron en Amersham Biosciences 
(Buckinghamshire, RU). El 1-palmitoil-2-hidroxi-^n-glicero-3-fosfocolina [lisofosfatidilcolina (LPC)] se obtuvo en 
Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL). Se obtuvieron microplacas de microtitulación de noventa y seis pocillos Immulon-
IB y 2HB en Thermo Lab Systems (Franklin, MA). Se obtuvieron geles SDS-PAGE de gradiente tris-HCl y el kit de 25
Sustrato Opti-4CN en Biorad (Hercules, CA). Se obtuvieron portaobjetos de cámara de vidrio de ocho pocillos en BD 
Biosciences (Bedford, MA).

2. Anticuerpos

El anticuerpo monoclonal de ratón 3G4, que se suscitó que se uniera al fosfolípido aniónico PS, es el anticuerpo 
descrito en el Ejemplo IV y en otros ejemplos del presente documento (véase también, Ran et al., 2005). 3G4 se 30
produjo originalmente en el sobrenadante de hibridoma, pero posteriormente se convirtió en isotipo IgG2a de ratón 
(Ejemplo XTX, D) y ahora se produce en la línea celular de mieloma de ratón NSO.

Se cultivaron células NSO en DMEM complementado con FBS al 10 % o en Medio de Hibridoma asérico con 
complemento NSO de Sinthechol. También se generó una versión quimérica IgG1 humana de 3G4 (ch3G4) 
(Ejemplo XD1, B) y se produjo en condiciones aséricas por Peregrine Pharmaceuticals, Inc. (Tustin, CA). Este 35
anticuerpo se había denominado bavituximab.

El mAb anti-2GPI humano de ratón (anti-2GPI o -2GPI) se obtuvo en USBiological (Swampscott, MA). Un 
hibridoma que segrega C44, un mAb de IgG2a de ratón específico de colchicina se obtuvo en la Colección 
Americana de Cultivos Tipo (Rockville, MD) y se usó como un control para 3G4 y anti-2GPI. El rituximab (mAb 
quimérico de IgG1 humano) se obtuvo en la farmacia de UT Southwestern y se usó como un control para ch3G4. 40
Todos los anticuerpos producidos en los sobrenadantes del cultivo se purificaron como se describe en los ejemplos 
anteriores (véase también, Ran et al., 2003). Todos los anticuerpos se obtuvieron en Jackson Immunoresearch Labs 
(West Grove, PA).

3. Preparación de fragmentos de anticuerpo

El F(ab’)2 de 3G4 se generó por incubación con pepsina proteasa. El Fab 3G4 y el Fab 7HI-1 control (antiadenovirus) 45
se generaron por incubación con la papaína proteasa. Todos los productos de escisión de los anticuerpos se 
purificaron mediante FPLC y se verificaron mediante SDS-PAGE.

4. Purificación de 2GPI de plasma humano

2GPI humano (h2GPI) se purificó de plasma humano esencialmente como se describe anteriormente (Polz et al, 
1980; Wurm et al, 1984). En resumen, se añadió ácido perclórico (70 %) al conjunto de plasma a una concentración 50
final de 1,57 % (v/v). El precipitado se desechó y el sobrenadante se ajustó a un pH de 7,5 con Na2CO3 saturado 
seguido de diálisis extensiva contra Tris 50 mM, pH 8,0. Este material se aplicó a una columna de celulosa DEAE 
equilibrada con Tris 50 nM, pH 8,0 para retirar los contaminantes. Después se aplicó el flujo a través de la columna 
de DEAE a una columna de afinidad de heparina-Sepharose equilibrada con Tris 50 nM, pH 8,0, y las proteínas 
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unidas se eluyeron usando NaCl 1,0 M. Finalmente, la preparación de 2GPI se dializó contra PBS y se purificó 
adicionalmente mediante la proteína A/G para retirar la IgG contaminante. La preparación final contenía una banda 
homogénea a 50 kDa, como se muestra mediante SDS/PAGE no reductora y tinción Coomassie.

5. Construcción y expresión de 2GPI y de los dominios de 2GPI

Para generar las formas de longitud completa y delecionadas recombinantes puras de 2GPI, se usó el vector de 5
expresión de lanzadera de levadura pPIC□αA (Invitrogen) y la cepa hospedadora Mut+X-33 (Invitrogen). El vector de 
expresión contenía el promotor 5’ y las secuencias de terminación de la transcripción 3’ del gen de la alcohol oxidasa 
(metanol) (AOXI). El vector también tenía una secuencia señal del factor de acoplamiento  de levadura cadena 
abajo del promotor AOXI al cual el ADNc extraño podía fusionarse para la secreción de la proteína heteróloga 
recombinante en el medio de cultivo. La expresión en P. pastoris proporciona la glucosilación y la formación de 10
enlaces disulfuro similares a la de células de mamífero. 

Para generar las construcciones de expresión se realizaron las siguientes cinco construcciones de expresión usando 
ADNc de 2GPI humano:

(1) Toda la región codificante del ADNc de 2GPI sin su péptido de señal afín (dominio 1-5),
Cebador 5’; S’-GGAATTCGGACGGACCTGTCCCAAGC-S’ (SEC ID Nº: 12);15

(2) Dominio 1 delecionado (dominio 2-5),
Cebador 5’; S’-GGAATTCGTATGTCCTTTTGC-S’ (SEC ID Nº: 13);

(3) Dominio 1 y 2 delecionado (dominio 3-5),
Cebador 5’, 5’,-GGAATTCGCTCCCATCATCTGC-3’ (SEC ID Nº: 14);

(4) Dominio 1-3 delecionado (dominio 4-5),20
Cebador 5’, 5’-GGAATTCGTAAAATGCCCATTC-3’ (SEC ID Nº: 15); y

(5) solo dominio 5,
Cebador 5’, 5’-GGAATTCGCATCTTGTAAAGTAC-3’ (SEC ID Nº: 16).

Un cebador 3’ habitual, 5'-TTCTAGATTAGCATGGCTTTAC-3’ (SEC ID Nº: 17) se usó para la PCR de todos los 
fragmentos. Los fragmentos amplificados por PCR se insertaron en fase entre los sitios de restricción EcoR1 y Xbal 25
de pPICA, directamente cadena abajo de la secuencia señal del factor de acoplamiento . Se introdujo un codón 
de terminación en el extremo de cada fragmento para impedir la fusión de las proteínas recombinantes con un 
epítopo c-myc o una etiqueta de histidina en el extremo C. Las construcciones del plásmido se propagaron en E. coli
en presencia de 100 g/ml de blasticidina y se verificaron mediante análisis de restricción y secuenciación de 
nucleótidos. Las proteínas recombinantes expresadas por las construcciones (1), (2), (3), (4) y (5) codificaban 30
proteínas de aproximadamente 36, 29, 24, 16 y 9 kDa, respectivamente, antes de la glucosilación.

Para la transformación y exploración de los clones de expresión, las construcciones del plásmido recombinante se 
linealizaron con la enzima de restricción SacI, se purificaron, y se usaron 10 g para transformar la cepa 
hospedadora X-33 por el método con esferoplastos (Invitrogen). Los transformantes de cada una de estas 
construcciones se seleccionaron en placas de YPD (Medio de extracto de Levadura Peptona Dextrosa) que contenía 35
blasticidina 400 g/ml durante 4 días. Diversos clones de cada una de estas construcciones se sembraron de nuevo 
en estrías en placas YPD con blasticidina 400 g/ml para determinar los integrantes verdaderos. Diez clones de 
cada construcción se sembraron en estrías en placas con Dextrosa Mínima (MD) y Metanol Mínimo (MM). Cinco 
clones de cada construcción, que se desarrollaban igualmente bien en las placas tanto MD como MM, se 
desarrollaron después en medio MD y MM líquido durante 24, 48, 72, 96 y 120 horas. Los sobrenadantes y los 40
sedimentos de cada clon en cualquier momento se analizaron mediante transferencia de Western usando el 
anticuerpo policlonal anti-2GPI humano. Los clones que mostraban la mayor expresión de la proteína en el 
sobrenadante se usaron adicionalmente para una preparación a gran escala.

Para la purificación a gran escala de las proteínas recombinantes, estas se produjeron usando condiciones de cultivo 
recomendadas por Invitrogen. Un cultivo iniciador de cada clon se cultivó en 5 ml de medio complejo de glicerol 45
mínimo tamponado (BMGY) a 30 ºC con agitación intensa durante una noche. Las células se recogieron, se usaron 
para inocular 25 ml de BMGY y se cultivaron durante 2 días. Las células del cultivo de 25 ml se usaron después para 
inocular 1 l de medio complejo de metanol mínimo tamponado (BMMY) (metanol al 1,0 %). El cultivo continuó 
durante 4 días a 30 ºC con agitación intensa y se añadió metanol al 100 % cada 24 horas (concentración final de 
1,0 %) para mantener la expresión de la proteína. El medio de cultivo se aclaró por centrifugación (4000 x g, 15 min) 50
y el sobrenadante se dializó durante 2 días a 4 ºC en tampón Tris 50 mM antes de aplicarse a una columna de 
DEAE sephacel con tampón Tris 50 mM. La solución de flujo continuo se recogió y se aplicó a una columna de 
heparina-sepharose. El 2GPI se eluyó de la columna de heparina-sepharose con NaCl 1 M, se dializó frente a 
tampón Tris 50 mM, se concentró usando un concentrador Amicon y se analizó mediante transferencia de Western. 
El extremo N de cada proteína se secuenció para confirmar la escisión de la secuencia líder de factor . Los 55
rendimientos de la proteína variaron de 10 mg/l (2GPI de longitud completa) a 25 mg/l (dominio V de 2GPI).
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6. Preparación de h2GPI “con muesca”

La h2GPI con muesca se preparó a partir de h2GPI intacta purificada de plasma humano como se ha descrito 
anteriormente. La h2GPI se incubó con perlas recubiertas con plasmina a 37 ºC durante 17 horas. Las perlas se 
retiraron por centrifugación y el sobrenadante que contenía la proteína escindida se recuperó. La transferencia de 
Western del producto purificado indicó que las preparaciones de 2GPI con muesca no contenían productos 5
autoproteolíticos de plasmina (sin reactividad con anticuerpos antiplasmina o antiangioestatina). El análisis de 
secuencia N terminal reveló dos extremos N que correspondían con el extremo N de 2GPI y con una nueva 
secuencia generada en el sitio de escisión Lys317/Thr318.

7. ELISA anti PS

El ensayo se realizó de la siguiente manera (véase también, Ran et al, 2005). Placas de microtitulación Immunlon IB 10
recubiertas con PS se bloquearon durante una noche en OVA al 1 % (p/v). Al día siguiente, se prepararon diluciones 
en serie con factor 2 de 3G4 purificado de sobrenadante asérico o con suero a partir de una concentración inicial de 
13,33 nM. Las diluciones se realizaron en un suero no termoactivado con OVA al 1 % o al 10 % de vaca, ser 
humano, rata o ratón. Las placas se incubaron durante 1 hora a 37 ºC y se detectó la unión de 3G4. Los estudios 
AUELISA se realizaron al menos tres veces.15

8. ELISA anti-h2GPI

El ensayo se realizó como se ha descrito anteriormente con las siguientes modificaciones. Se usaron h2GPI, 
h2GPI cortada o los péptidos h2GPI recombinantes para recubrir, durante una noche, placas de microtitulación de 
Immunlon 2HB de 96 pocillos, a una concentración de 10 g/ml. Después, las placas se bloquearon en OVA al 1 % 
durante 1 hora a temperatura ambiente. Se diluyeron 3G4, ch3G4 o anti-2GPI en OVA al 1 % hasta una 20
concentración inicial de 13,33 nM y se prepararon diluciones en serie de factor 2. Las placas se incubaron durante 1 
hora a 37 ºC y se detectó la unión del anticuerpo. Todos los estudios ELISA se realizaron al menos tres veces.

9. Transferencia de Western

Las muestras de proteína se calentaron a 95 ºC durante 5 minutos en tampón de muestra SDS no reductor. 
Después, las muestras se cargaron en un gel SDS-PAGE de gradiente Tris-HCl 4-15 % y se separaron usando un 25
aparato Mini Protean II (Biorad). Las proteínas separadas se transfirieron a una membrana de PVDF y se bloquearon
durante una noche en BSA al 3 % (p/v). Las membranas se exploraron con anti 2GPI, 3G4 o IgG de ratón de 
control diluido a 1 g/ml en BSA al 3 %, se lavaron cuidadosamente y se incubaron con anti-IgG de ratón de cabra 
marcado con peroxidasa. Las membranas se desarrollaron usando un kit de Sustrato Opti-4CN.

10. Inducción y detección de la exposición de PS sobre células endoteliales30

Las células endoteliales aórticas bovinas adultas (ABAE) se mantuvieron en DMEM complementado con FBS al 
10 % y L-glutamina 2 mM. Las células ABAE se retiraron de cultivos subconfluentes mediante una breve exposición 
de tripsina al 0,25 %/EDTA al 0,02 %, y se sembraron portaobjetos de cámara de 8 pocillos con 2x104

células/pocillo. Después de un cultivo durante una noche, las células se lavaron suavemente con PSB y se trataron 
con lisofosfatidilcolina (LPC) 200 M para inducir la exposición a PS. El tratamiento con LPC se realizó en presencia 35
de 3G4, ch3G4, o IgG de control durante 30 minutos a 37 ºC en cualquiera de FBS al 10 % o suero de ratón normal 
al 10 % (MS). Si el tratamiento con LPC se realizaba en MS al 10 %, se añadía h2GPI como un cofactor porque 
3G4/ch3G4 no puede unirse a PS en MS (véanse los Resultados).

La exposición de PS se determinó por tinción inmunofluorescente. Las células se lavaron cuidadosamente en PBS, 
se fijaron en paraformaldehído al 4 % (p/v) y se incubaron con un anticuerpo anti ratón secundario conjugado con 40
biotina. Después, las células se incubaron con FITC-conjugado con estreptavidina (Jackson Immunoresearch) para 
detectar la unión del anticuerpo. Después las células se permeabilizaron con Triton-X100 al 0,1 % en PBS y se 
tiñeron por contraste con faloidina conjugada con Rojo Texas (Molecular Probes, Eugene, OR) y 4’,6-diamino-2-
fenilindol (DAPI; Molecular Probes). Se tomaron imágenes usando una cámara digital Coolsnap (Photometrics, 
Tucson, AZ) montada en un microscopio Nikon y se procesaron con un programa informático MetaVue (Universal 45
Imaging Corporation, Downingtown, PA).

11. Cuantificación de la unión del anticuerpo a células ABAE

El área de unión del anticuerpo se determinó usando el programa informático de análisis de imagen MetaVue que 
puede identificar el número de píxeles iluminados en una imagen. Las imágenes de fluorescencia FITC se usaron 
para cuantificar la unión del anticuerpo. Se usaron imágenes correspondientes de fluorescencia DAPI para 50
normalizar las imágenes FITC con respecto al número de células presente en el campo. Una proporción pequeña 
FITC/DAPI indica una pequeña área de unión al anticuerpo, mientras que una gran proporción de FITC/DAPI indica 
una gran área de unión. Las proporciones FITC/DAPI se usaron para determinar aumentos o disminuciones en el 
área de unión del anticuerpo con respecto a la cantidad basal de unión de anticuerpo en las condiciones 
seleccionadas. Se usaron cinco imágenes a un aumento de 200x para cada análisis. Los datos se presentan como 55

ES 2 565 543 T3

 



133

un promedio relativo de proporciones FITC/DAPI representando las barras de error la desviación típica.

B. Resultados

1. 3G4 requiere un factor sérico que se une a placas de microtitulación recubiertas con PS

El anticuerpo 3G4 purificado de medios que contenían suero (SCM) o medios aséricos (SFM) se une a placas de 
microtitulación cubiertas con PS cuando se realizan diluciones en serie en FBS al 10 % (FIG. 9A, líneas gruesas). 5
Por otro lado, cuando se realizan diluciones en serie en OVA al 1 % (que carece de proteínas séricas bovinas), el 
3G4 purificado de SFM ya no se une a PS (FIG. 9A, líneas discontinuas, ■). Este descubrimiento indica un factor 
presente en el suero bovino que mide la interacción entre 3G4 y PS.

Cabe destacar, que 3G4 purificado de SCM se une a PS débilmente cuando se realizan diluciones en serie en OVA 
al 1 % (FIG. 9A, líneas discontinuas, ▲). Esto sugiere que la purificación de 3G4 que se desarrolla en SCM no retira 10
completamente las proteínas de suero necesarias para mediar la interacción entre 3G4 y PS. Por lo tanto, los 
estudios descritos posteriormente a continuación se realizaron usando 3G4 purificado de SFM.

2. La unión de 3G4 a PS en sueros de diferentes especies

Para determinar si los sueros de otras especies de mamífero pueden mediar la interacción entre 3G4 y PS, se 
realizaron diluciones en serie de 3G4 en sueros de ratón, rata, ser humano u otros al 10 %. El 3G4 se unió a PS en 15
presencia de suero de rata y ser humano, al igual que en presencia de suero bovino (FIG. 9B). Sin embargo, 3G4 no 
se unió a PS en presencia de suero de ratón (FIG. 9B). En otros estudios, 3G4 se unió a PS en presencia de suero 
de mono, hámster, hurón, cobaya, conejo y mono. Por lo tanto, el epítopo de la proteína de suero reconocido por 
3G4 se convierte entre todas las especies de mamífero ensayadas excepto en la de ratón.

3. 3G4 se une a la glucoproteína de suero 2GPI20

En el último periodo de 1980, una cohorte de pacientes que padecía trombosis venosa y arterial, trombocitopenia y/o 
pérdida recurrente de embarazo mostró que tenía anticuerpos antifosfolípidos (aPL) en circulación (Hughes et al, 
1986; Deleze et al, 1989). Se describió que estos pacientes tenían “Síndrome Antifosfolípido” (APS). A principios de 
los 90, se descubrió que muchos anticuerpos denominados aPL no reconocían directamente los fosfolípidos, sino 
que en su lugar se unían a proteínas en suero con afinidad por los fosfolípidos (Galli et al, 1990; McNeil et al, 1990). 25
Por lo tanto, un panel de proteínas de suero humano que se sabía que interaccionaba con fosfolípidos aniónicos se 
exploró con respecto a la reactividad con 3G4.

En términos de 2GPI, el 2GPI humano (h2GPI) se aplicó a una placa de microtitulación y se incubó con 
anticuerpo anti-2GPI humano de ratón (anti-2GPI), 3G4, o un IgG2a de ratón de control de especificidad 
irrelevante (mIgG de control). Como se esperaba, el anti-2GPI se unió a h2GPI, mientras que el mIgG de control 30
no lo hizo (FIG. 10A). 3G4 también se unión fuertemente a la placa recubierta con h2GPI (FIG. 10A).

Para determinar si 2GPI es la única proteína de suero reconocida por 3G4, el h2GPI purificado y el suero humano 
al 10 % se procesaron en un gel SDS-PAGE y se transfirieron a un soporte de membrana para una 
inmunotransferencia. El 3G4 detectó el h2GPI purificado de 50 kDa y una sola banda de tamaño similar en suero 
humano. Cabe destacar que la inmunotransferencia de 3G4 era prácticamente idéntica a una transferencia generada 35
usando el anticuerpo anti-2GPI. El anticuerpo mIgG control no detectó ninguna proteína. En su conjunto, estos 
datos indican que 3G4 se une a la proteína de suero 2GPI.

Otras proteínas en suero humanas que se sabe que interaccionan con fosfolípidos aniónicos se ensayaron con 
respecto a la reactividad con 3G4 en ELISA. Se recubrieron placas de microtitulación con las mismas cantidades de 
la proteína particular, se bloquearon en OVA al 1 % y se incubaron con una dilución en serie de 3G4. Las placas se 40
lavaron cuidadosamente y se detectó la unión del anticuerpo con un anticuerpo de detección secundario marcador 
con peroxidasa. Todos los estudios incluyeron anticuerpos de control positivos y negativos, que funcionaron como se 
esperaba. Los resultados de los estudios de inmunotransferencia y ELISA se muestran en la Tabla 15, que identifica 
de esta manera 2GPI como el factor de unión conjunta para 3G4.

TABLA 1545

Reactividad de 3G4 con proteínas de suero que interaccionan con fosfolípidos

Proteína de suero Reactividad de 3G4

anexina V -

beta2-glucoproteína I +

factor XII -

quininógeno -
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LDL oxidada -

proteína C -

proteína S -

protrombina -

tPA -

4. 3G4 se une a 2GPI en el dominio II

2GPI tiene cinco dominios, de los cuales el quinto dominio es responsable de la unión a fosfolípidos aniónicos. Para 
determinar qué dominio de 2GPI reconoce el anticuerpo 3G4, se generaron construcciones 2GPI humanas 
recombinantes con diferentes estructuras de domino y se ensayaron junto con el h2GPI recombinante de longitud 5
completa. Estas construcciones de dominio se realizaron mediante truncamientos en serie desde el extremo N, y por 
lo tanto carecen de cada uno de los dominios N terminal sucesivamente, de la siguiente manera: h2GPI de longitud 
completa recombinante contiene los dominios I-V; h2GPI a partir del cual el dominio I se ha delecionado contiene 
los dominios II-V; h2GPI a partir del cual los dominios I y II se han delecionado contienen los dominios III-V; h2GPI 
a partir del cual se han delecionado los dominios I, II y III contiene los dominios IV-V y h2GPI a partir del cual se 10
han delecionado los dominios I, II, III y IV contiene solo el dominio V.

Se recubrieron placas de microtitulación con las mismas cantidades de h2GPI de longitud completa y cada una de 
las construcciones del dominio h2GPI anterior y se incubaron con una dilución en serie de 3G4. Este estudio 
mostró que únicamente las construcciones h2GPI que contienen el dominio II de 2GPI (dominios I-V y dominios II-
V) se detectaban mediante 3G4 (FIG. 10B). Cuando el dominio I se delecionó, 3G4 se unía igualmente bien a los 15
dominios II-V (FIG. 10B). Por tanto, 3G4 se une a 2GPI en el dominio II.

El hallazgo de 3G4 se une al dominio II de 2GPI es importante a la luz de la información conocida sobre 
anticuerpos patógenos aislados de pacientes con APS. Los anticuerpos anti-2GPI patógenos aislados de pacientes 
con APS normalmente reconocen el dominio I de 2GPI (de Laat et al, 2005a).Los anticuerpos anti-2GPI de 
pacientes con APS que reconocen el dominio II no son a menudo patógenos. Esto explica posiblemente la ausencia 20
de toxicidad asociada con 3G4 después de estudios toxicológicos ampliados realizados en diversos modelos 
animales.

5. Unión simultánea de 3G4 y 2GPI a células con PS expuesto

La caracterización de la unión de anticuerpo anti-2GPI usando placas de microtitulación cubiertas con 2GPI ha 
sido controvertida debido a incoherencias observadas dependiendo del tipo o incluso del lote de la placa de 25
microtitulación (de Laat et al, 2004a). Para verificar los hallazgos anteriores en condiciones más fisiológicas, se 
desarrolló un ensayo de unión de células vivas. Este ensayo detecta y mide la unión del anticuerpo a superficies de
la membrana de células endoteliales después de tratamiento con el agente alterador de membrana, la 
lisofosfatidilcolina (LPC) que induce la exposición a PS.

En este ensayo se incubaron células ABAE con 3G4 o mIgG control en DMEM + FBS al 10 % en presencia o en 30
ausencia de LPC 200 M durante 30 minutos. Después las células se lavaron, se fijaron y se tiñeron con marcadores 
fluorescentes para visualizar la unión del anticuerpo a la superficie celular. El área de píxeles de 3G4 o unión de 
mIgG se cuantificó usando un programa informático MetaVue. Todos los valores eran relativos a la unión de 3G4 a 
células no tratadas con LPC, que se estableció en uno.

Cuando se añadió 3G4 al medio de cultivo de células ABAE en condiciones normales, no se observaba la unión a 35
las células. Sin embargo, cuando las células ABAE se incubaban con 3G4 en presencia de LPC, eran detectables 
fácilmente numerosos puntos de unión de 3G4. Se sabe que LPC induce distorsiones de la membrana temporales 
(Kogure et al, 2003), que probablemente producen una pérdida de asimetría de membrana y exposición de PS.

La cuantificación mostró que el área de unión de 3G4 aumentaba más de 500 veces después de tratamiento con 
LPC, mientras que la unión de un mIgG control permanecía indetectable. Se obtuvieron previamente resultados 40
similares cuando se observaba que 3G4 y la molécula de unión a PS anexina V se unía a células endoteliales 
después de inducción de exposición de PS con H2O2 (Ejemplo VI; Ejemplo VII; véase también, Ran et al, 2005).

Cabe destacar que las células ABAE tratadas con LPC no se teñían por los colorantes impermeables a membrana 
yoduro de propidio o DAPI, indicando que 3G4 se une a PS en la membrana celular, no en la cara interna de la 
membrana plasmática.45

Para determinar si 2GPI se requiere para la unión de 3G4 a células endoteliales con PS expuesta, se realizó un 
ensayo de unión a células vivas en medios que contenían MS al 10 % en lugar de FBS al 10 % para impedir la 
interferencia de 2GPI bovino. Como se demuestra anteriormente, 3G4 no se une a PS en presencia de MS. 
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Además, 3G4 no detecta ninguna proteína MS al 10 % por inmunotransferencia, indicando que 3G4 no reconoce la 
2GPI murina.

Para este estudio, se usó 3G4 quimérico humano (ch3G4) para impedir el fondo causado por la detección de la IgG 
murina presente en MS. Cuando las células ABAE se incubaron con ch3G4 en presencia de MS al 10 % y LPC, no 
se detectó ninguna unión a anticuerpo (FIG. 11). Sin embargo, la adición de H2GPI purificado en la reacción de 5
unión confirmó la unión dispersa de ch3G4 (FIG. 11), demostrando que la unión de ch3G4 es dependiente de 
h2GPI. En todas las situaciones, la unión de ch3G4 era dependiente de tratamiento con LPC y no se detectó 
ninguna unión usando una IgG humana de control de especificidad irrelevante.

Cabe destacar que cuando las células ABAE se incubaron con h2GPI en presencia de MS al 10 % y LPC, se 
lavaron cuidadosamente y después se incubaron con ch3G4 para detectar la unión de h2GPI, se detectó muy poca 10
cantidad de unión a ch3G4 (FIG. 11). Este hallazgo indica que h2GPI no se une a células endoteliales con PS 
expuesta en ausencia de ch3G4 y es coherente con los informes de que 2GPI tiene una baja afinidad por las 
superficies de la membrana fosfolipídica aniónica en condiciones fisiológicas (Willems et al, 1996; Bevers et al, 
2005). En su conjunto, estos datos muestran que ch3G4 y h2GPI deben estar presentes simultáneamente para 
unirse a células ABAE con PS expuesta, lo que sugiere que ch3G4 potencia la afinidad de 2GPI por las superficies 15
fosfolipídicas aniónicas. 

6. La región de unión a lípidos de 2GPI se requiere para la unión conjunta de 3G4

Para confirmar que la región de unión a lípidos de 2GPI se requiere para la unión conjunta de 2GPI y 3G4 (y 
ch3G4) a células endoteliales con PS expuesta y otros fosfolípidos aniónicos, se realizó el ensayo de unión con 
células vivas usando h2GPI “con muesca”. La h2GPI con muesca es incapaz de unirse a PS y a otros fosfolípidos 20
aniónicos debido a la escisión mediada por plasmina dentro de la región de unión a lípido del domino V (Hunt et al., 
1993; Hunt y Krilis, 1994).

Cuando células ABAE se incuban con ch3G4 y h2GPI o h2GPI con muesca en ausencia de LPC, no se detecta 
unión a ch3G4 (FIG. 12A). En presencia de LPC, h2GPI puede mediar en la unión de ch3G4 a células ABAE con 
PS expuesta, aunque h2GPI con muesca no es capaz de mediar en la unión (FIG. 12A). La ausencia de unión en el 25
ensayo de células vivas no se debe a una incapacidad de ch3G4 a unirse a h2GPI con muesca, dado que ch3G4 
se une a h2GPI con muesca así como a h2GPI cuando se recubren placas de microtitulación con iguales 
cantidades de proteína (FIG. 12B). Estos hallazgos demuestran que el complejo ch3G4/h2GPI detecta PS y otros 
fosfolípidos aniónicos expuestos en células ABAE después del tratamiento con LPC a través de la región de unión a 
lípidos del dominio V de h2GPI.30

7. La divalencia del anticuerpo se requiere para la unión conjunta de 2GPI

Los datos presentados anteriormente sugieren que 3G4 detecta PS y fosfolípidos aniónicos potenciando la afinidad 
de 2GPI por fosfolípidos aniónicos. Cabe destacar que se sabe que los anticuerpos anti-2GPI aislados de muchos 
pacientes con APS aumentan la afinidad de 2GPI por superficies fosfolipídicas aniónicas (Bevers et al., 2004). 
Además, el fenómeno es dependiente de la formación de un complejo divalente anticuerpo-2GPI.35

Para determinar si la divalencia se requiere para la unión de complejos 3G4/2GPI a PS y a fosfolípidos aniónicos, 
células ABAE tratadas con LPC se incubaron con h2GPI purificado y diversas cantidades de ch3G4. El área de 
unión de ch3G4 aumentó de una manera dependiente de la concentración a un pico en una proporción de anticuerpo 
con respecto a 2GPI de 2:1 (FIG. 13). Aumentos adicionales en la concentración de ch3C4 causaron una 
disminución dependiente de la concentración en la unión. La relación en forma de campana entre la concentración 40
de ch3G4 y la unión a células endoteliales con PS expuesto sugiere la formación de complejos ch3G4/2GPI 
divalentes sobre la superficie de la membrana. A una concentración muy alta de anticuerpo, la competición entre los 
complejos monovalentes y divalentes causa una disminución en la cantidad de complejo ch3G4/2GPI unida a 
células ABAE tratadas con LPC.

Para examinar adicionalmente si la divalencia se requiere para la unión a células endoteliales con PS expuesta, se 45
generaron monómeros 3G4 F(ab’)2 y 3G4 Fab’ y se usaron en ensayos de unión con células vivas con 3G4 intacto. 
Como se esperaba, el 3G4 intacto se unía a células ABAE tratadas con LPC, pero no a células no tratadas (FIG. 
14A). Una concentración equivalente de F(ab’)2 de 3G4 también se unía a células ABAE tratadas con LPC. Pero la 
unión de Fab’ 3G4 era insignificante (FIG. 14A). La disminución aparente en la unión de F(ab’)2 de 3G4 con respecto 
a 3G4 (FIG. 14A) se debe probablemente a la pérdida de unión del anticuerpo secundario policlonal a epítopos Fc 50
ausentes en F(ab’)2 3G4. No se detectó unión de Fab’ 3G4 en células ABAE incluso a una concentración de 2 M 
(FIG. 14B), que es 1.000 veces por encima de la concentración necesaria para unirse a 2GPI que recubre placas 
de microtitulación.

Además, Fab’ 3G4 inhibió la unión de ch3G4/2GPI a células ABAE tratadas con LPC de una manera dependiente 
de la concentración (FIG. 14C), aunque un Fab’ de control de especificidad irrelevante no lo hizo. La capacidad de 55
Fab’ 3G4 para inhibir la unión a ch3G4 confirma que Fab’ 3G4 es capaz de unirse a 2GPI y que los complejos 
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monoméricos 3G4 Fab’/2GPI no pueden unir células endoteliales con PS expuesta. Estos datos confirman la 
hipótesis de que los complejos divalentes 3G4/2GPI se requieren para unirse a superficies de fosfolípidos 
aniónicos.

Como se muestra en la FIG. 10B, el anticuerpo 3G4 se une a 2GPI en el dominio II, y como se muestra en la FIG. 
12A y FIG. 12B, la región de unión a lípido del dominio V de 2GPI se requiere para la unión conjunta de 3G4 (y 5
ch3G4) y 2GPI a PS expuesta en células endoteliales. Además, como se demuestra en el presente documento, se 
requiere la divalencia del anticuerpo para la unión conjunta de 3G4 (y ch3G4) y 2GPI a PS expuesta. Por 
consiguiente, los autores de la invención han presentado un modelo de anticuerpo y de unión conjunta de 2GPI a 
PS expuesta sobre la superficie externa de las membranas, tal como ocurre en células endoteliales activadas, 
células endoteliales vasculares tumorales y células tumorales, así como en células infectadas con virus (FIG. 15).10

Ejemplo XXXI 

Preparación y caracterización de un Fc-2GPI

Este ejemplo se refiere a la preparación y caracterización de una construcción ejemplar de Fc-2GPI. En esta 
construcción, la región Fc de la IgG2a de ratón se unió a 2GPI de ratón de longitud completa (dominios I-V) para 
crear el Fc-2GPI murino o Fc-m2GPI. La IgG2a Fc de ratón se usó tanto como un dominio de dimerización como 15
para proporcionar funciones efectoras. La construcción Fc-2GPI dimérica resultante tiene varios usos, incluyendo el 
direccionamiento de vasos sanguíneos tumorales y de células infectadas con virus, cada una de las cuales tiene 
expuestas PS. Una ventaja de usar una región Fc es que la construcción Fc-2GPI puede marcar las células 
dirigidas para el ataque del sistema inmunitario hospedador.

A. Preparación20

Aunque se han diseñado diversas construcciones de Fc-2GPI, la construcción Fc-2GPI (Fc-m2GPI) ejemplar del 
presente ejemplo usa una región Fc murina como un extremo N y dominios I-V de 2GPI murina como el extremo C. 
Por tanto la Fc-2GPI contiene la región bisagra unida por disulfuro y dos dominios CH2 y CH3 de la región Fc de la 
IgG2a de ratón con el extremo C terminal de cada dominio CH3 ligado al extremo N de dos proteínas 2GPI de ratón 
de longitud completa (FIG. 16).25

Para preparar un plásmido de expresión, la secuencia señal de la cadena ligera de 3G4 se amplificó por PCR a partir 
de la construcción 2aG4; una región Fc de IgG2a de ratón que contiene los dominios bisagra, CH2 y CH3 se amplificó 
por PCR a partir de la construcción 2aG4; y la 2GPI de ratón se amplificó por RT-PCR de ARN de hígado de ratón 
obtenido en el mercado. La secuencia de la proteína resultante Fc-m2GPI se muestra en la FIG. 18A. La secuencia 
señal mlgGK (SEC ID Nº: 18) se escinde, dejando la Fc-m2GPI madura como SEC ID Nº: 19 (FIG. 18A).30

El mapa del plásmido se muestra en la FIG. 17 y la secuencia total del plásmido se proporciona como SEC ID Nº: 
25. La construcción Fc-m2GPI se transfirió a células CHO con el reactivo FuGENE 6. Dos días después, se recogió 
el sobrenadante y se usó en diversos ensayos.

Puede prepararse un Fc-2GPI humano (Fc-h2GPI) homólogo usando la información de secuencia en la FIG. 18B, 
que proporciona una secuencia de aminoácidos ejemplar para una región constante de cadena pesada de IgG135
humana (número de Registro P01857; SEC ID Nº: 21) y toda la secuencia de la 2GPI humana (número de Registro 
1C1ZA; SEC ID Nº: 22), incluyendo la localización de los dominios I, II, III, IV y V. Los dominios bisagra, CH2 y CH3 
humanos podrían unirse a los dominios I, II, III, IV y V de la 2GPI humana para proporcionar la Fc-2GPI de la SEC 
ID Nº: 23.

B. Fc-m2GPI es un dímero40

El sistema seleccionado fue eficaz para expresar Fc-m2GPI. La FIG. 19 muestra los resultados de un ensayo de 
captura usando dos clones diferentes de Fc-m2GPI (nº 8 y nº 18), en el que los sobrenadantes del cultivo celular 
Fc-m2GPI se unen a una IgG anti ratón.

Las muestras de la proteína Fc-m2GPI se sometieron a electroforesis en gel. En condiciones de gel no reductoras, 
se detectó una banda del tamaño esperado para un dímero (peso molecular aparente en el gel de 150 kDa). En 45
condiciones reductoras, se detectan bandas de un tamaño más pequeño (Pm aparente en el gel ~90-100 kDa).

C. Fc-m2GPI se une a PS y a células con PS expuesta 

Fc-m2GPI puede unirse a PS en placas recubiertas con PS. Usando una placa de microtitulación recubierta con 
PS, se determinó que los sobrenadantes del cultivo celular Fc-m2GPI (nº 8 y nº 18) se unían a PS de una manera 
dependiente de la concentración (FIG. 20).50

En común con el anticuerpo 3G4 y la versión quimérica (ch3G4 o bavituximab), la unión de Fc-m2GPI no está 
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limitada a PS, sino que se amplía a otros fosfolípidos aniónicos. Los resultados de los ensayos de unión a 
fosfolípidos (en FBS al 10 %) muestran que los sobrenadantes de cultivo celular Fc-m2GPI se unen a los
fosfolípidos aniónicos PS, PA, Pl y PG, pero no a los lípidos neutros PC y SM.

Fc-m2GPI también puede unirse a PS expuesta en la superficie celular. Las células que experimentan apoptosis se 
exponen a PS en la superficie externa. En estudios usando células ABAE, que experimentan apoptosis, se descubrió 5
que Fc-m2GPI teñía las células apoptóticas (FIG. 22A, FIG. 22B y FIG. 22C). Las flechas destacan células 
apoptóticas, que se encuentran y tienen núcleos densos.

Las células también pueden inducirse para presentar PS en la superficie celular sin experimentar apoptosis. Cuando 
las células ABAE se incuban en presencia de LPC, se produce una distorsión de membrana temporal, causando una 
pérdida de asimetría de la membrana y exposición a PS. Usando células ABAE tratadas con LPC, se descubrió que 10
Fc-m2GPI también se unía a PS expuesta en la superficie celular, observado como pequeños puntos de tinción 
verde (FIG. 23A y FIG. 23B). No se observó tinción puntual en células no tratadas con LPC o usando sobrenadante 
de control.

Ejemplo XXXII

2GPI dimérico se une a células endoteliales con PS expuesta 15

Siguiendo los resultados descritos en el Ejemplo XXX y para validar adicionalmente la información expuesta en el 
Ejemplo XXXI, el presente ejemplo proporciona datos para mostrar que el 2GPI dimérico se une a células 
endoteliales con PS expuesta en ausencia del anticuerpo 3G4. 

En estos estudios, se usó un dímero artificial 2GPI, que se generó fusionando h2GPI con el extremo C del dominio 
de dimerización 4 de manzana del factor XI (Lutters et al, 2001). Este 2GPI no tiene las ventajas proporcionadas 20
por la unión a una región Fc, como se describe anteriormente en la presente solicitud. Sin embargo, la unión de este 
dímero con células con PS expuesta valida el uso de los dímeros Fc-2GPI para unirse a células PS positivas.

Las células ABAE se trataron con LPC para inducir la exposición a PS y se incubaron con h2GPI purificado, dímero 
h2GPI o un dímero h2GPI mutante que contenía un dominio de unión a lípidos alterado. Como se esperaba, la 
unión de h2GPI monomérico a células ABAE tratadas con LPC fue insignificante (FIG. 24A). Por otro lado, el 25
dímero h2GPI se unía fuertemente a células tratadas con LPC (FIG. 24B), pero no a células tratadas con LPC (FIG. 
24D). También se observó que la unión del dímero h2GPI era dependiente después de un dominio de unión lipídico 
funcional (FIG. 24C). Estos datos indican que las construcciones 2GPI divalentes se unen a células con PS 
expuesta.

Los dímeros Fc-2GPI de la presente invención también pueden unirse a células con PS expuesta, tales como 30
células endoteliales vasculares tumorales, células tumorales, células infectadas con virus y partículas víricas. Sin 
embargo, las construcciones Fc-2GPI tendrán la ventaja adicional de que la región Fc promoverá funciones 
efectoras hospedadoras para potenciar el tratamiento de la enfermedad. Agentes adicionales también pueden unirse 
a las construcciones Fc-2GPI tales como toxinas, citocinas, radioisótopos, fármacos y similares, para proporcionar 
una carga terapéutica contra células diana positivas a PS.35

Todas las composiciones y métodos desvelados y reivindicados en el presente documento pueden fabricarse y 
ejecutarse sin experimentación indebida a la luz de la presente divulgación. Aunque las composiciones y métodos de 
la presente invención se han descrito en términos de realizaciones preferidas, será obvio para los expertos en la 
técnica que pueden aplicarse variaciones a las composiciones y métodos y en las etapas o en la secuencia de 
etapas en el método descrito en el presente documento sin alejarse del alcance de la invención. Más 40
específicamente, será obvio que determinados agentes que están tanto químicamente como fisiológicamente 
relacionados pueden sustituir los agentes descritos en el presente documento al mismo tiempo que se consiguen los 
mismos o similares resultados. Se considera que todos dichos sustitutos similares y modificaciones obvios para los 
expertos en la técnica se encuentran dentro del alcance de la invención como se define en las reivindicaciones 
adjuntas.45
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REIVINDICACIONES

1. Una construcción que se une a fosfatidilserina, en la que dicha construcción comprende una región Fc de 
anticuerpo conectada operativamente a dos polipéptidos de β2-glucoproteína I (β2GPI); en la que cada uno de 
dichos polipéptidos de β2GPI comprende al menos un dominio V intacto de β2GPI, y en la que dicho dominio V 
intacto se une a fosfatidilserina cuando se conecta a dicha región Fc.5

2. La construcción de la reivindicación 1, en la que cada uno de dichos dos polipéptidos de β2GPI comprende al 
menos un dominio V intacto de β2GPI y uno o más de los cuatro dominios restantes de β2GPI.

3. La construcción de la reivindicación 2, en la que cada uno de dichos polipéptidos de β2GPI comprende al menos 
un dominio V intacto de β2GPI y el dominio I de β2GPI.

4. La construcción de la reivindicación 2, en la que cada uno de dichos polipéptidos de β2GPI comprende al menos 10
el dominio IV y un dominio V intacto de β2GPI.

5. La construcción de la reivindicación 4, en la que cada uno de dichos polipéptidos de β2GPI comprende al menos 
el dominio III, el dominio IV y un dominio V intacto de β2GPI.

6. La construcción de la reivindicación 5, en la que cada uno de dichos polipéptidos de β2GPI comprende al menos 
el dominio II, el dominio III, el dominio IV y un dominio intacto V de β2GPI.15

7. La construcción de la reivindicación 6, en la que cada uno de dichos polipéptidos de β2GPI comprende el dominio 
I, el dominio II, el dominio III, el dominio IV y un dominio V intacto de β2GPI.

8. La construcción de cualquier reivindicación anterior, en la que cada uno de dichos polipéptidos de β2GPI son 
polipéptidos de β2GPI humanos.

9. La construcción de cualquier reivindicación anterior, en la que dicha región Fc de anticuerpo comprende una 20
bisagra de anticuerpo y los dominios constantes de cadena pesada de anticuerpo CH2 y CH3.

10. La construcción de cualquier reivindicación anterior, en la que dicha región Fc de anticuerpo comprende una 
bisagra de anticuerpo, los dominios constantes de cadena pesada de anticuerpo CH2 y CH3 y al menos uno de los 
dominios constantes de cadena pesada de anticuerpo CH1 y CH4.

11. La construcción de cualquier reivindicación anterior, en la que dicha región Fc de anticuerpo es una región Fc de 25
anticuerpo humano.

12. La construcción de la reivindicación 11, en la que dicha región Fc de anticuerpo es una región Fc de un 
anticuerpo IgG1 (γ1) humano.

13. La construcción de la reivindicación 11, en la que dicha región Fc de anticuerpo es una región Fc de un 
anticuerpo IgG3 (γ3) humano.30

14. La construcción de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la que dicha región Fc de anticuerpo es una 
región Fc de anticuerpo de ratón.

15. La construcción de la reivindicación 14, en la que dicha región Fc de anticuerpo es una región Fc de un 
anticuerpo IgG2a (γ2a) de ratón o IgG2b (γ2b) de ratón.

16. La construcción de cualquier reivindicación anterior, en la que dicha región Fc de anticuerpo está conectada35
operativamente a dichos polipéptidos de β2GPI por un enlace covalente directo o mediante un péptido o reticulante
químico.

17. La construcción de cualquier reivindicación anterior, en la que dicha región Fc de anticuerpo está conectada
operativamente a dichos polipéptidos de β2GPI por expresión recombinante como una proteína de fusión.

18. La construcción de cualquier reivindicación anterior, en la que dicha construcción está adicionalmente conectada40
operativamente a al menos un primer agente biológico.

19. La construcción de la reivindicación 18, en la que dicha construcción está además conectada operativamente a 
al menos un primer agente terapéutico.

20. La construcción de la reivindicación 19, en la que dicha construcción está además conectada operativamente a 
un agente anticelular o citotóxico.45

21. La construcción de la reivindicación 20, en la que dicha construcción está además conectada operativamente a 
una toxina de ricina, gelonina, abrina, difteria, pseudomonas o tosferina.

22. La construcción de la reivindicación 19, en la que dicha construcción está además conectada operativamente a 
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una citocina o quimiocina.

23. La construcción de la reivindicación 22, en la que dicha construcción está además conectada operativamente a 
IL-2, IL-12, TNF-α, un interferón o LEC.

24. La construcción de la reivindicación 19, en la que dicha construcción está además conectada operativamente a 
un inhibidor de ATPasa de tipo V.5

25. La construcción de la reivindicación 24, en la que dicha construcción está además conectada operativamente a 
salicilihalamida, concanamicina o bafilomicina.

26. La construcción de la reivindicación 19, en la que dicha construcción está además conectada operativamente a 
un inhibidor de la síntesis de proteínas.

27. La construcción de la reivindicación 26, en la que dicha construcción está además conectada operativamente a 10
psimberina, pederina, irciniastatina A.

28. La construcción de la reivindicación 19, en la que dicha construcción está además conectada operativamente a 
un agente quimioterapéutico, un agente antiangiogénico, un agente inductor de apoptosis, un fármaco antitubulina, 
un inhibidor de la polimerización de tubulina, un antibiótico, un radioisótopo o un coagulante.

29. La construcción de la reivindicación 28, en la que dicha construcción está además conectada operativamente a 15
taxol, docetaxel, paclitaxel, cisplatino, gemcitabina, a una combretastatina, dolastatina, auristatina PE, doxorrubicina 
o adriamicina.

30. La construcción de la reivindicación 28, en la que dicha construcción está además conectada operativamente a 
un radioisótopo de arsénico.

31. La construcción de la reivindicación 28, en la que dicha construcción está además conectada operativamente a 20
un Factor Tisular truncado.

32. La construcción de la reivindicación 19, en la que dicha construcción está además conectada operativamente a 
un agente antivírico.

33. La construcción de la reivindicación 32, en la que dicha construcción está además conectada operativamente a 
un inhibidor nucleosídico de la transcriptasa inversa, un inhibidor no nucleosídico de la transcriptasa inversa o a un 25
inhibidor de proteasa.

34. La construcción de la reivindicación 32, en la que dicha construcción está además conectada operativamente a 
AZT, cidofovir o ribavirina.

35. La construcción de la reivindicación 18, en la que dicha construcción está además conectada operativamente a 
al menos un primer agente de diagnóstico, de formación de imágenes o detectable.30

36. La construcción de la reivindicación 35, en la que dicha construcción está además conectada operativamente a 
un compuesto detectable por rayos X, a un ion radioactivo, a un isótopo de resonancia de espín magnético nuclear, 
a un agente CEST o paraCEST.

37. La construcción de cualquier reivindicación anterior, en la que dicha construcción se incluye en una composición 
farmacéutica.35

38. La construcción de la reivindicación 37, en la que dicha composición farmacéutica comprende además al menos 
un segundo agente terapéutico.

39. La construcción de la reivindicación 38, en la que dicho al menos un segundo agente terapéutico es un agente 
anticanceroso, un agente antiangiogénico o un agente antivírico.

40. La construcción de una cualquiera de las reivindicaciones 37 a 39, en la que dicha composición farmacéutica es 40
una composición de nanopartículas, de liposomas o de liposomas furtivo.

41. La construcción de la reivindicación 40, en la que dicha composición farmacéutica es una composición de
liposomas o de liposomas furtivos en la que dicha construcción está asociada operativamente con la membrana 
externa de dicho liposoma y en la que al menos un segundo agente terapéutico se incluye en el núcleo de dicho 
liposoma.45

42. La construcción de cualquier reivindicación anterior, para su uso en terapia.

43. La construcción de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 41, para su uso en el tratamiento o en la 
prevención del cáncer.
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44. La construcción de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 41, para su uso en el tratamiento o en la 
prevención de una infección o infecciones víricas.

45. Uso de una construcción de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 41 en la fabricación de un 
medicamento para el tratamiento o la prevención del cáncer.

46. Uso de una construcción de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 41 en la fabricación de un 5
medicamento para el tratamiento o la prevención de una infección o infecciones víricas.

47. La construcción para su uso como se reivindica en la reivindicación 43, en la que dicha construcción se une a 
fosfatidilserina expuesta en la superficie luminal de células endoteliales de vasos sanguíneos tumorales.

48. La construcción para su uso como se reivindica en la reivindicación 43, en la que dicha construcción se une a 
fosfatidilserina expuesta en la superficie de células tumorales.10

49. La construcción para su uso como se reivindica en la reivindicación 43, en la que la construcción es para su uso 
en el tratamiento o en la prevención del cáncer en combinación con una cantidad terapéuticamente eficaz de al 
menos un segundo agente terapéutico o anticanceroso o para su uso en combinación con radioterapia.

50. La construcción para su uso como se reivindica en la reivindicación 44, en la que dicha construcción se une a 
fosfatidilserina expuesta en la superficie de células infectadas con virus.15

51. La construcción para su uso como se reivindica en la reivindicación 44, en la que dicha construcción se une a 
fosfatidilserina expuesta en la superficie de partículas víricas.

52. La construcción para su uso como se reivindica en la reivindicación 44, para su uso en el tratamiento o en la 
prevención de una infección o infecciones víricas en combinación con una cantidad terapéuticamente eficaz de al 
menos un segundo agente terapéutico o antivírico.20

53. La construcción para su uso como se reivindica en la reivindicación 44, en la que dicha infección vírica es una 
infección por CMV, RSV, hepatitis, gripe, VIH, herpes, paramixovirus o adenovirus.

54. La construcción para su uso como se reivindica en la reivindicación 44, en la que dicha infección o infecciones 
víricas es hepatitis vírica, gripe, SIDA, neumonía vírica o enfermedad respiratoria o fiebre de Lassa.

25
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El producto RACE 3G4-2BVH se clonó e injertó sobre la región constante 1 humana en el sitio BstEII. Por tanto, 
contiene la secuencia líder de ratón y su VH está unida con la secuencia de CH1 humana de la siguiente manera: 
líder/3G4VH/VSS-AST…
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El producto RACE 3G4-2BVL se injertó sobre la región constante ĸ humana en el sitio BbsI. Por tanto, contiene la 
secuencia líder de ratón y su VL está unida con la secuencia CL1 humana de la siguiente manera: líder/3G4-
VL/TVF-IFP…
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