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DESCRIPCION
Inhibicién del PIGF para el tratamiento de la leucemia positiva para el cromosoma Filadelfia.
Campo de la invencion

La presente solicitud se refiere al campo del cancer, en particular de la leucemia. Mas en particular, se refiere al
tratamiento de la leucemia positiva para el cromosoma Filadelfia (Ph+). Esto se consigue a través de la inhibicion del
factor de crecimiento placentario (PIGF). Por lo tanto, se proporcionan métodos para el tratamiento de la leucemia
Ph+ mediante el uso de inhibidores del PIGF, en particular mediante el uso de un anticuerpo anti-PIGF. Un tipo de
leucemia en particular que se contempla tratar de esta forma es la leucemia mielégena crénica (LMC),
especialmente también en pacientes en los que los inhibidores convencionales de la BCR/ABL, tales como el
imatinib, no consiguen tener un efecto terapéutico suficiente.

Antecedentes

El cromosoma Filadelfia, también conocido como translocaciéon Filadelfia, es una anomalia cromosdmica especifica
que se asocia con la leucemia mielégena crénica (LMC). Es el resultado de una translocacion reciproca entre el
cromosoma 9 y el 22, y se designa especificamente como 1(9;22)(q34;g11). La presencia de esta translocacion es
una prueba muy sensible de la LMC, dado que el 95 % de los pacientes con LMC presentan esta anomalia. El
restante 5% de los pacientes con LMC normalmente tienen una translocacion criptica que es invisible en las
preparaciones de cromosomas en bandas G, o una variante de translocacién que implica otro cromosoma o
cromosomas, asi como el brazo largo de los cromosomas 9 y 22. Sin embargo, la mera presencia del cromosoma
Filadelfia (Ph) no es lo suficientemente especifica como para diagnosticar una LMC, dado que también se encuentra
en el 25-30 % de los casos de leucemia linfoblastica aguda (LLA) en adultos (y en el 2-10 % de los casos pediatricos
de LLA).

No obstante, estas enfermedades son claramente distintas. La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es una forma de
leucemia en la que los leucocitos inmaduros y malignos se multiplican de forma continua y se producen con exceso
en la médula ésea. La LLA provoca dafios y la muerte por el desplazamiento de las células normales de la médula
Osea, y al diseminarse (metastatizar) a otros 6rganos. La LLA es mas habitual en la nifiez y en la adolescencia, con
un pico de incidencia a los 4-5 afios de edad, y otro pico a una edad avanzada. La tasa de curacion global en nifios
es del 85 %, y aproximadamente el 50 % de los adultos tiene una supervivencia exenta de enfermedad a largo
plazo. "Aguda" se refiere al estado inmaduro indiferenciado de los linfocitos circulantes ("blastos"), y a la rapida
progresion de la enfermedad, que puede ser mortal en entre unas semanas y unos meses si no se trata. El
tratamiento de la leucemia aguda puede incluir quimioterapia, esteroides, terapia por radiacion, tratamientos
combinados intensivos (incluyendo trasplantes de médula 6sea o de células madre) y factores de crecimiento.

La leucemia mielégena (o mieloide) crénica (LMC), por otro lado, es una forma de leucemia caracterizada por un
aumento y un crecimiento no regulado de células predominantemente mieloides en la médula 6sea, y la acumulacién
de estas células en la sangre; por lo tanto, es una enfermedad mieloproliferativa. La LMC es un trastorno clonal de
las células madre de la médula 6sea en el que el principal hallazgo es la proliferacién de los granulocitos maduros
(neutrdfilos, eosindfilos y baséfilos) y de sus precursores. Histéricamente se ha tratado con quimioterapia, interferén
y transplantes de médula dsea, aunque ahora también hay disponibles terapias dirigidas, y se usan como estandar
de tratamiento.

El intercambio de partes de los cromosomas 9 y 22 observado en el cromosoma Filadelfia da lugar a un gen de
fusién BCR-ABL (Melo, 1996). Es decir, parte del gen de la BCR ("breakpoint cluster region" o region de ruptura) del
cromosoma 22 (regién gqll) se fusiona con parte del gen ABL del cromosoma 9 (regién q34). Abl representa
"Abelson”, el nombre de un virus de leucemia que porta una proteina similar. Se generan dos tipos de transcritos
BCR-ABL (que producen las isoformas p185 y p210, denominadas segun su peso molecular aparente en kDa)
debido a la ruptura de la regiéon BCR. El gen fusionado "BCR-ABL" se localiza en el cromosoma resultante mas corto
22. El ABL porta un dominio que puede afiadir grupos fosfato a residuos de tirosina (una tirosina quinasa), y el
producto del gen de fusion BCR-ABL también es una tirosina quinasa (Faderl et al., 1999).

La proteina de fusion BCR-ABL interactia con la subunidad del receptor coman B de la interleucina 3. El transcrito
BCR-ABL esta continuamente activo y no requiere una activacion por parte de otras proteinas mensajeras celulares.
A su vez, el BCR-ABL activa una cascada de proteinas que controlan el ciclo celular, acelerando la division celular.
Ademas, la proteina BCR-ABL inhibe la reparacion del ADN, provocando una inestabilidad genémica y haciendo que
la célula sea mas susceptible a desarrollar otras anomalias genéticas, y favoreciendo potencialmente la progresion
de la LMC desde una fase cronica hacia una crisis blastica intratable. Se cree que la accién de tirosina quinasa de la
proteina BCR-ABL es la causa fisiopatoldgica de la leucemia mielégena cronica. Se han desarrollado terapias
dirigidas que inhiben especificamente la actividad de la proteina BCR-ABL. La primera de estas fue el imatinib
(comercializado en su forma de sal de mesilato con el nhombre comercial Glivec® o Gleevec®). Estos y otros
inhibidores de la tirosina quinasa pueden inducir una remision completa de la LMC, confirmando la importancia
fundamental de la BCR-ABL en la LMC (Hehlmann et al., 2007). También se notificé un éxito limitado cuando se
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trataba la LLA positiva para el cromosoma Filadelfia (Ph+) con inhibidores de la BCR-ABL (Yanada y Naoe, 2006;
Piccaluga et al., 2006).

A pesar del hecho de que la introduccion del imatinib y de los inhibidores de la BCR/ABL de segunda generacion
(por ejemplo, dasatinib) ha revolucionado el tratamiento de los pacientes con leucemias positivas para el cromosoma
Filadelfia (Ph+), es un problema conocido que las células de leucemia persisten incluso en pacientes tratados con
éxito, y algunos pacientes desarrollan resistencia y finalmente una recaida (Swords et al., 2007; Buchert, 2007; Li y
Li, 2007; Kujawski y Talpaz, 2007). Las razones de estos inconvenientes no se han resuelto completamente.

Por lo tanto, seria ventajoso tener opciones adicionales para el tratamiento de los pacientes con leucemia positiva
para el cromosoma Filadelfia, particularmente de aquellos pacientes que no responden al tratamiento con inhibidores
de la BCR-ABL.

Sumario de la invencion

Es un objeto de la solicitud proporcionar nuevas metodologias terapéuticas para el tratamiento de las leucemias
positivas para el cromosoma Filadelfia (Ph+). Particularmente, se contempla que también sea capaz de proporcionar
unas metodologias utiles para aquellos pacientes en los que los inhibidores de la BCR-ABL, como el imatinib, no son
(o ya no son) una terapia adecuada. Sorprendentemente, se ha averiguado que la inhibicién del factor de
crecimiento placentario (PIGF), a pesar de que este factor no es expresado en las lineas celulares leucémicas, da
como resultado una supervivencia significativamente prologada en ratones leucémicos. Ademas, esta supervivencia
prolongada es independiente del estado de mutacion de la BCR-ABL, al contrario de lo que se observa con los
inhibidores de la BCR-ABL.

Por lo tanto, segun un primer aspecto, se contempla el uso de un inhibidor del factor de crecimiento placentario para
el tratamiento de la leucemia positiva para el cromosoma Filadelfia. También se contempla el uso de un inhibidor del
factor de crecimiento placentario para la preparacién de un medicamento para el tratamiento de la leucemia positiva
para el cromosoma Filadelfia.

Asimismo, se proporcionan métodos para el tratamiento de la leucemia positiva para el cromosoma Filadelfia en un
sujeto en necesidad de los mismos, que comprende la administracion de un inhibidor del PIGF al sujeto. Por
supuesto, el objetivo es mejorar asi los sintomas o finalmente el tratamiento de la leucemia Ph+ en el sujeto en
necesidad del mismo.

Segun algunas realizaciones en patrticular, el inhibidor del factor de crecimiento placentario proporcionado en los
usos y los métodos descritos en el presente documento es un inhibidor selectivo del factor de crecimiento
placentario. Particularmente, el inhibidor selectivo es un anticuerpo o un fragmento del mismo que se une
especificamente al factor de crecimiento placentario. Dicho anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal o
policlonal. Segin algunas realizaciones en particular, el anticuerpo o un fragmento del mismo que se une
especificamente al factor de crecimiento placentario es un anticuerpo monoclonal. Segun algunas realizaciones
adicionales en particular, es un anticuerpo monoclonal murino. Segun otras realizaciones adicionales mas en
particular, los anticuerpos monoclonales murinos pueden estar humanizados, es decir, ser versiones humanizadas
de los anticuerpos monoclonales de raton elaborados mediante la tecnologia del ADN recombinante, partiendo de
las secuencias del ADN gendémico de ratén y/o humanas que codifican para las cadenas H y L, o a partir de clones
de ADNc que codifican para las cadenas H y L. Segln algunas realizaciones alternativas, el anticuerpo o el
fragmento del mismo es un anticuerpo humano (o un fragmento del mismo), en particular un anticuerpo monoclonal
humano.

Segun algunas realizaciones en particular, el fragmento del anticuerpo que se une especificamente al PIGF es un
fragmento Fab, un fragmento F(ab")2 o un fragmento variable de cadena Unica (scFv).

Segun algunas realizaciones alternativas en particular, el inhibidor selectivo es un nanocuerpo contra el PIGF.
Segun algunas otras realizaciones mas en patrticular, el inhibidor del PIGF no es un inhibidor selectivo. Un ejemplo
particular del mismo es un inhibidor del VEGFR-1, tal como un anticuerpo VEGFR-1 o un fragmento del mismo.

Se proporcionan métodos y usos de los inhibidores del PIGF para el tratamiento de leucemias positivas para el
cromosoma Filadelfia (Ph+). Segln algunas realizaciones en particular, la leucemia positiva para el cromosoma
Filadelfia es la leucemia mielégena crénica (LMC). Segun en algunas realizaciones alternativas, la leucemia Ph+ es
la leucemia linfoblastica aguda (LLA), tal como, por ejemplo, la B-LLA (en la que los linfocitos B son células
leucémicas) o la T-LLA (en la que las células leucémicas son los linfocitos T).

Se contempla que los métodos y los usos descritos en el presente documento tengan una amplia aplicabilidad. En
particular, se contempla que los inhibidores del PIGF puedan usarse para el tratamiento (0 en métodos de
tratamiento) de todas las leucemias positivas para el cromosoma Filadelfia, en particular también en aquellas que no
pueden ser tratadas con un inhibidor de la BCR-ABL y/o en aquellas que no pueden ser tratadas sélo con un
inhibidor de la BCR-ABL. Una leucemia Ph+ puede no ser tratable con un inhibidor de la BCR-ABL - 0 s6lo con un
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inhibidor de la BCR-ABL - por diversas razones. Las razones mas habituales son que la leucemia puede ser (al
menos parcialmente) insensible al tratamiento (0 porque se ha desarrollado una resistencia/insensibilidad al menos
parcial al tratamiento), o que el inhibidor de la BCR-ABL puede no ser tolerado por el paciente (por ejemplo, debido a
alergias o a efectos secundarios adversos).

Aunque la inhibicion del PIGF ofrece una metodologia general para el tratamiento de las leucemias Ph+, puede ser
especialmente beneficiosa en aquellos casos en los que una inhibicién de la BCR-ABL, la metodologia terapéutica
estandar para, por ejemplo, la LMC, no consigue alcanzar el efecto terapéutico deseado. El uso de inhibidores del
PIGF puede ofrecer entonces una metodologia alternativa o adicional. Segin algunas realizaciones especificas, el
inhibidor del PIGF puede usarse junto con un inhibidor de la BCR-ABL.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra la expresion del PIGF en células leucémicas, en células hematopoyéticas y en células
estromales primarias de la médula ésea in vitro. A: cantidad de proteina PIGF secretada por las diferentes lineas
celulares y células aisladas (para mas detalles véase el Ejemplo 1); B: expresion del PIGF por parte de la
fracciéon hematopoyética (CD45") y la fraccién no hematopoyética (CD45) de BMDSC murinas. * indica p < 0,001.
BM: médula 6sea.

En la Figura 2 se muestra la expresion del PIGF y de otras moléculas in vivo (para los detalles, véase el Ejemplo
2). A, B: niveles de la proteina PIGF en sangre periférica o0 en médula 6sea en diferentes puntos temporales de la
progresion de la enfermedad leucémica en ratones; C, D: proporcién entre los niveles de la proteina PIGF frente
a los del sVEGFR-1 en la sangre periférica o en la médula 6sea en diferentes puntos temporales de la progresion
de la enfermedad leucémica en ratones; E: expresion del ARNm del PIGF de médula 6sea en ratones sanos y en
leucémicos, * indica p < 0,002; F: caracterizacion de la expresién del PIGF en subpoblaciones de médula 6sea, *
indica p < 0,05; G: expresion del ARNm del VEGF en la médula 6ésea de ratones sanos y de leucémicos; H, I: los
niveles de la proteina PIGF en sangre periférica o en médula 6sea se correlacionan con la carga leucémica en
los ratones enfermos en una fase terminal.

La Figura 3 muestra la proliferacion de las células leucémicas mediante el PIGF (para los detalles, véase el
Ejemplo 3). A, B: expresion del Npn-1 y del Npn-2 en diferentes lineas celulares leucémicas; C: induccién de
proliferacién en la linea celular BV-173 por parte de diferentes concentraciones de PIGF; D: induccion de
proliferacién por parte de 50 ng/ml de PIGF en una linea celular K562 (panel superior izquierdo), BV-173 (panel
superior derecho), KCL-22 (panel inferior izquierdo) y BaF3 (panel inferior derecho), respectivamente; E:
inhibicion de la proliferacién inducida por el PIGF en la linea celular BV-173 por parte de un anticuerpo anti-
VEGFR-1; F: inhibicién de la proliferacion inducida por el PIGF en la linea celular BV-173 por parte de un
anticuerpo anti-PIGF. BM: médula ésea; PIGF: factor de crecimiento placentario; aVEGFR-1: anticuerpo anti-
receptor del factor de crecimiento endotelial vascular 1; aPIGF: anticuerpo anti-PIGF.

En la Figura 4 se muestra la induccién por una interaccion paracrina entre las células leucémicas y las BMDSC in
vitro (A-D), asi como con medio condicionado de células leucémicas (E). A: expresiéon del PIGF en las BDMSC,
en la linea celular BV-173 y en cocultivo (BMDSC + BV); B: expresion del PIGF en células S17, en la linea celular
BV-173 y en cocultivo; C: proliferacién de células leucémicas BV-173 solas y en cocultivo con BMDSC, e
inhibicién por parte de un anticuerpo anti-PIGF; D: proliferacion de las BMDSC solas y en cocultivo con células
leucémicas BV-173, e inhibicion por parte de un anticuerpo anti-PIGF; E: regulacién por aumento del PIGF en
células S17 mediante una incubacion con un medio condicionado de células leucemias (BV-173). BV: linea
celular BV-173; aPIGF: anticuerpo anti-PIGF.

Figura 5 A: supervivencia de ratones PIGF™ leucémicos y WT; B: supervivencia de ratones leucémicos cruzados
(para los detalles, véase el Ejemplo 5); C: supervivencia de ratones portadores de una leucemia inducida por
células linfaticas BaF3 BCR-ABL+, tratadas bien con un anticuerpo anti-PIGF o bien con un anticuerpo de
control; D, E: analisis mediante FACS de una leucemia BCR-ABL+ en una fase temprana (d15) y en una fase
tardia (d28) y efecto de la inhibicién con un anticuerpo anti-PIGF; F: histologia de médula 6sea de ratones de
control y leucémicos en fase terminal tratados con anti-PIGF; G: supervivencia en un modelo de ratéon de LMC
sensible al imatinib, tratado bien con un anticuerpo anti-PIGF o bien con un anticuerpo de control; H:
supervivencia en un modelo de ratén de LMC resistente al imatinib, tratado bien con un anticuerpo anti-PIGF o
bien con un anticuerpo de control. aPIGF: anticuerpo anti-PIGF; d: dias; T315I: la mutacién T315I de la proteina
de fusién BCR-ABL. Para mas detalles, véase el Ejemplo 6.

La Figura 6 muestra la inhibicion de la hipervascularizacion y de la fibrosis de la médula dsea tras un tratamiento
anti-PIGF (véase el Ejemplo 7). A, C: densidad vascular de la médula ésea (MVD) en ratones trasplantados en
falso tratados con un anticuerpo de control y tratados con anti-PIGF con una leucemia en fase terminal; B, D:
longitud de las fibras de reticulina” y fibrosis de la médula ésea en ratones trasplantados en falso tratados con un
anticuerpo de control y tratados con anti-PIGF con una leucemia en fase terminal.

En la Figura 7 se muestran los datos de la expresion del PIGF en una LMC humana (A-D, Ejemplo 8), asi como
los datos que correlacionan la expresion del PIGF y el tratamiento con imatinib en ratones (E) y en seres
humanos (F, Ejemplo 9). A: niveles plasmaticos del PIGF en diferentes estadios de la LMC (controles sanos, fase
cronica y crisis blastica), * indica p < 0,0001; B: niveles plasmaticos del PIGF en médula ésea de pacientes con
LMC; C: correlacion entre los niveles del PIGF y la cantidad de transcritos de BCR/ABL en una LMC humana; D:
QRT-PCR de la expresion del PIGF en controles sanos, en células leucémicas y en células estromales de
pacientes con LMC; E: niveles del PIGF en la médula 6sea de ratones leucémicos sin tratar y sanos, y de ratones
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leucémicos tratados con imatinib; F: niveles del PIGF en sujetos humanos sanos y en pacientes con diferentes
niveles de respuesta al imatinib (IM). Para los detalles, véase el Ejemplo 9.

Descripcion detallada
Definiciones

La presente invencién se describird con respecto a algunas realizaciones en particular y con referencia a ciertos
dibujos, pero la invencién no esta limitada por los mismos, sino Unicamente por las reivindicaciones. Cualquier signo
de referencia de las reivindicaciones no debe ser interpretado como limitante del ambito. Los dibujos descritos son
Unicamente esquematicos y no son limitantes. En los dibujos, el tamafio de algunos de los elementos puede estar
exagerado y no estar dibujado a escala con fines ilustrativos. Cuando se usa el término "que comprende" en la
presente descripcion y en las reivindicaciones, no excluye otros elementos o etapas. Cuando se usa un articulo

indefinido o definido cuando se hace referencia a un nombre singular, por ejemplo, "un" o "uno/a", "el/la", éste
incluye un plural de ese nombre salvo que se haya indicado especificamente otra cosa.

Adicionalmente, los términos primero, segundo y tercero, y similares, en la descripcion y en las reivindicaciones, se
usan para distinguir entre elementos similares, y no necesariamente para describir un orden secuencial o
cronoldgico. Debe apreciarse que los términos asi usados son intercambiables en las circunstancias apropiadas, y
gue las realizaciones de la invencion descritas en el presente documento son susceptibles de llevarse a cabo en
otras secuencias distintas a las descritas o ilustradas en el presente documento.

Se proporcionan los siguientes términos o definiciones Unicamente para ayudar a comprender la invencién. Salvo
que se definan especificamente en el presente documento, todos los términos usados en el presente documento
tienen el mismo significado al que tendrian para un experto en la materia de la presente invencion. Los profesionales
consultaran particularmente Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor
Press, Plainsview, Nueva York (1989); y Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology (Suplemento 47),
John Wiley & Sons, Nueva York (1999), para las definiciones y los términos de la técnica. No debe interpretarse que
las definiciones proporcionadas en el presente documento tienen un ambito menor al comprendido por un experto
habitual en la materia.

"Factor de crecimiento placentario” o "PIGF", seglin se usa en el presente documento, se refiere a un miembro de la
subfamilia del VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular), en particular al PIGF humano (GenelD 5228;
RefSeqgs (independientemente de las construcciones del genoma) NM_002632.4 (ARNm) y NP_002623.2
(proteina)). Salvo que se especifique de otro modo, el término "PIGF" puede referirse al gen asi como a sus
productos, tales como el ARN del PIGF (lo mas particularmente, el ARNm del PIGF) y a la proteina PIGF. Se
pretende que todas las isoformas del PIGF estén incluidas en la definicién del PIGF.

El término leucemia "positiva para el cromosoma Filadelfia" o "Ph+", segin se usa en el presente documento, se
refiere a enfermedades en las que se confirma que hay presente una translocacion Filadelfia. EI cromosoma
Filadelfia es el resultado de la translocacién t(9;22)(q34;qll) (translocacion Filadelfia). Se han documentado al menos
dos formas alternativas de translocacion del cromosoma Filadelfia, pero ambos puntos de ruptura alternativos dan
como resultado la unién de diferentes conjuntos de exones de la BCR (OMIM *151410) del cromosoma 22 en un
subconjunto comun de los exones del gen ABL (OMIM *189980) localizado en el cromosoma 9. Por lo tanto, la
fusién puede dar como resultado 2 productos oncogénicos quiméricos alternativos denominados p210(BCR-ABL) y
pl185(BCR-ABL), denominados en su conjunto en el presente documento "BCR-ABL" (incluido en OMIM *151410 y
*189980). La activacion de la actividad de la tirosina quinasa del ABL es necesaria para el potencial oncogénico del
oncogén quimérico. Dado que la presencia del gen quimérico BCR-ABL (y de sus productos génicos) es una
caracteristica de las leucemias Ph+, las "Ph+" también pueden denominarse leucemias "positivas para BCR-ABL" o
"BCR-ABL+", para indicar la presencia del gen de fusién. Notese que las translocaciones o las mutaciones que dan
como resultado la generacién de un gen quimérico funcional BCR-ABL (es decir, BCR-ABL+) también se clasificaran
por lo tanto en el presente documento como "Ph+", independientemente del mecanismo de translocacion. Este
puede ser el caso, por ejemplo, con translocaciones mas complejas.

Un "inhibidor selectivo del factor de crecimiento placentario” segin se usa en la solicitud es una molécula o un
compuesto que inhibe la funcién o la ruta de sefializacion del PIGF sin interferir en la funcion fisiolégica de otras
moléculas. En particular, un inhibidor selectivo del PIGF no interferira en la funcién del VEGF. Por lo tanto, como
ejemplo no limitante, un compuesto dirigido especificamente contra el PIGF (por ejemplo, un anticuerpo anti-PIGF)
es un inhibidor selectivo, mientras que los compuestos que también se dirigen al VEGF (tales como los compuestos
basados en el VEGFR1) o que se dirigen a receptores compartidos VEGF/PIGF- (por ejemplo, un anticuerpo contra
el VEGFR1 o el sVEGFR-1) es normalmente un inhibidor no selectivo.

"Leucemia mielégena crénica”, "leucemia mieloide crénica" o "LMC", segln se usa en el presente documento, se
refiere a un trastorno clonal mieloproliferativo de una célula madre pluripotente con una anomalia citogenética
especifica (el cromosoma Filadelfia), que implica células mieloides, eritroides, megacariociticas, linfoides B y a veces
infoides T, pero no los fibroblastos de médula 6sea (OMIM #608232; Silver, 2003).
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"Leucemia linfocitica aguda”, "leucemia linfoblastica aguda” o "LLA" segln se usa en la solicitud se refiere a una
forma aguda de leucemia en la que los leucocitos inmaduros se multiplican de forma continua y se sobreproducen
en la médula 6sea. Algunos ejemplos de LLA incluyen T-LLA y B-LLA. Un subconjunto en particular del grupo
heterogéneo de casos de LLA también es positivo para el cromosoma Filadelfia, es decir, es Ph+ o BCR- ABL+
(Radich, 2001; Alvarado et al., 2007).

Segun se usa en la solicitud, un "inhibidor de la BCR-ABL" es una molécula 0 un compuesto que inhibe la expresién
o la funcion del gen quimérico BCR-ABL o de su producto génico. Notese que no es necesario que el inhibidor de la
BCR-ABL sea especifico para la BCR-ABL. Por ejemplo, puede ser un inhibidor de tirosina quinasa que se dirige a
mas de Unicamente la tirosina quinasa BCR-ABL. Un inhibidor de la BCR-ABL es hien conocido como terapia
dirigida en la leucemia Ph+, un ejemplo tipico pero no limitante es el imatinib. En la solicitud se incluyen otros
ejemplos.

"Tratar" segln se usa en la solicitud significa conseguir una mejora significativa de uno o mas de los sintomas
clinicos asociados con la leucemia Ph+. Dependiendo de la situacién, la mejora significativa puede clasificarse
cuantitativamente o cualitativamente. Los criterios cualitativos pueden ser, por ejemplo, el bienestar del paciente. En
el caso de una evaluacion cuantitativa, la mejora significativa es una mejora normalmente mayor del 10 %, mayor del
20 %, mayor del 25 %, mayor del 30 %, mayor del 40 %, mayor del 50 %, mayor del 60 %, mayor del 70 %, mayor
del 75 %, mayor del 80 %, mayor del 90 %, mayor del 95 % o de un 100 % o0 mas con respecto a la situacion previa
a la administracion del inhibidor del PIGF. Por supuesto, si la mejora se expresa como una disminucién (por ejemplo,
en el nimero de células malignas presentes en una muestra de un paciente), la mejora no puede ser mayor del
100 %. El marco temporal a lo largo del cual se evall(a la mejora dependera del tipo de criterio observado y puede
determinarlo un experto en la materia.

Es un aspecto importante de la invencion proporcionar métodos y usos de los inhibidores del factor de crecimiento
placentario para el tratamiento de la leucemia positiva para el cromosoma Filadelfia. También se ensefia el uso de
los inhibidores del factor de crecimiento placentario para la preparacién de un medicamento para el tratamiento de la
leucemia positiva para el cromosoma Filadelfia.

Los inhibidores del factor de crecimiento placentario (PIGF) son particularmente inhibidores selectivos del PIGF, de
forma que no interfieran con otras moléculas. En particular, los inhibidores selectivos del PIGF no deberian interferir
con la funcién del VEGF. Segun algunas realizaciones en particular, el inhibidor del PIGF no es un inhibidor del
VEGF.

Segun algunas realizaciones alternativas en particular, el inhibidor del PIGF no es un inhibidor del VEGFR1. Segun
algunas realizaciones especificas, el inhibidor del PIGF no se basa en el VEGFR1.

Los inhibidores puede neutralizar la actividad del PIGF al interferir en su sintesis, traduccion, dimerizacién, unién al
receptor y/o transduccion de las sefiales mediada por la unién al receptor. Deberia entenderse que la neutralizacion
de la actividad del PIGF es la supresion de la actividad del PIGF en al menos el 20 %, el 30 %, el 40 %, el 50 %, el
60 %, el 70 %, el 80 %, el 90 % o incluso del 100 %.

Los inhibidores del PIGF, en particular los inhibidores selectivos, son conocidos en la materia. Segin algunas
realizaciones en particular, los inhibidores selectivos son anticuerpos. El término "anticuerpo” o "anticuerpos” se
refiere a un anticuerpo caracterizado por estar dirigido especificamente contra el PIGF o cualquier derivado funcional
del mismo, o un fragmento de union al antigeno del mismo, particularmente del tipo F (ab’) 2, F (ab) o Fv de cadena
Unica (scFv), o cualquier tipo de anticuerpo recombinante derivado de los mismos. Los anticuerpos anti-PIGF
descritos en el presente documento, incluyendo los antisueros policlonales especificos preparados contra el PIGF o
cualquier derivado funcional de los mismos, no presentan reactividad cruzada con otras proteinas. Segun algunas
realizaciones en particular, los anticuerpos anti-PIGF son anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos monoclonales
pueden producirse, por ejemplo, mediante cualquier hibridoma responsable que se pueda formar segun los métodos
clasicos a partir de las células esplénicas de un animal, particularmente de un ratéon o de una rata inmunizados
contra el PIGF o cualquier derivado funcional de las mismas, y de células de una linea celular de mieloma, y que
pueda ser seleccionado por la capacidad del hibridoma para producir los anticuerpos monoclonales que reconocen
el PIGF o cualquier derivado funcional de los mismos que se haya usado inicialmente para la inmunizacién de los
animales.

Segun algunas realizaciones en particular, la preparacion de los anticuerpos monoclonales contra el PIGF humano
puede llevarse a cabo, por ejemplo, como sigue: se acopla una proteina de fusiéon PIGF recombinante humana, que
consiste en los aminoacidos codificados por el PIGF o un fragmento del mismo, a una S-transferasa de glutatién
(GST) y se expresa en Escherichia coli y se purifica mediante una cromatografia de afinidad sobre glutation
inmovilizado (Amersham Biosciences). El PIGF recombinante humano también puede obtenerse en R&D Systems
Inc. 614 McKinley Place N. E. Minneapolis, MN 55413, EE.UU. (264-PG-010, 264-PG-010/CF, 264-PG-050 o 264-
PG-050/CF), en Research Diagnostics Inc, Pleasant Hill Road, Flanders NJ 07836, EE.UU. (PIGF-1 recombinante
humano: n° de cat. RDI-300-015 y n° de cat. RDI-300-016 y PIGF-2 recombinante humano: n° de cat. RDI-300-019)
0 en ALEXIS Corporation, CH-4415 Lausanne, Suiza (factor de crecimiento placentario 2 (humano) (recombinante)
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n° de cat. RLT-300-020).

El PLGF recombinante humano se mezcla con una cantidad igual de un coadyuvante, y la mezcla obtenida se
administra después subcutaneamente a ratones macho Balb/c (de 8 semanas de edad al comienzo de la
inmunizacién) en una cantidad correspondiente a una cantidad de PIGF de 100 pg por 1 ratén (primovacunacion).

Después de aproximadamente 21 dias puede llevarse a cabo la inmunizacién mediante la administracion
subcutanea de la misma forma a la descrita anteriormente (inmunizacion de refuerzo). Después de 19 dias o de 30
dias de refuerzo, a los ratones se les puede administrar a través de la vena de la cola 200 pl de una preparacién
obtenida mediante la diluciéon de PIGF humano con PBS (solucion salina fisiolégica tamponada con fosfato) para
tener una concentracion de 250 pg/ml (inmunizacién final). A continuacion deben extirparse los bazos de los ratones
después de aproximadamente 3 dias de la inmunizacion final, y deben ser separados en células individuales.
Posteriormente, las células esplénicas deben ser lavadas con un medio apropiado, por ejemplo, con medio DMEM.
Por otro lado, deben recogerse células de mieloma de raton adecuadas (por ejemplo, Sp2/0-Agl4) en la fase de
crecimiento logaritmica, y lavarse con un medio apropiado, por ejemplo, con medio DMEM. Las células del bazo y
las células de mieloma de ratén deben mezclarse lo suficiente en un tubo de plastico en una proporcién numérica de
células de 10:1, seguido de la adicién de polietilenglicol al 50 % (p/v) (PEG, por ejemplo, de Boehringer Mannheim,
peso molecular medio: 4.000) para llevar a cabo la fusién celular a 37 °C durante 7 minutos. Después de retirar la
solucion sobrenadante (mediante una centrifugacion), al residuo se le afiade medio HAT (medio DMEM que contiene
un 10 % de suero bovino fetal con hipoxantina, aminopterina y timidina afadidas). El residuo debe ser suspendido
de forma que se obtenga una concentraciéon de células de bazo de aproximadamente 5 x 10° células/ml. Después
esta suspension celular puede ser dispensada y vertida en placas de plastico de 96 pocillos de forma que cada
pocillo contenga aproximadamente 100 pl de la suspension, seguido de un cultivo a 37 °C en di6xido de carbono al
5 %. El medio HAT debe ser complementado; por ejemplo, en una cantidad de 50 pl/pocillo los dias 2° y 5°. Después
de eso, la mitad del volumen del medio debe cambiarse cada 3 o0 4 dias en conformidad con la proliferacién de los
hibridomas.

Los hibridomas, que producen el anticuerpo monoclonal de la presente invencion, deben ser cribados para el mismo.
Esto debe realizarse mediante el uso de, como indice, la actividad inhibidora del anticuerpo monoclonal sobre la
actividad fisiolégica poseida por el PIGF.

Los hibridomas que produjeron los anticuerpos monoclonales que muestran reactividad con el PIGF deben ser
seleccionados a continuacién a partir de los clones seleccionados. Los hibridomas obtenidos deben ser transferidos
a continuacion a un medio adecuado, por ejemplo, medio HT, que es el mismo que el medio HAT pero sin
aminopterina, y cultivarse adicionalmente. La clonacién puede llevarse a cabo dos veces segun el método de
dilucioén limitante, mediante el cual pueden obtenerse hibridomas estables.

La produccion y la purificaciéon de los anticuerpos monoclonales puede realizarse a continuacién como sigue: puede
inyectarse intraperitonealmente 2,6, 10, 14-tetrametilpentadecano (por ejemplo, Pristane, de Sigma, 0,5 ml) en
ratones hembra Balb/c (de entre 6}/ 8 semanas de edad desde el nacimiento). Después de entre 10 y 20 dias, las
células de los clones (1 x 10° y 10° células) pueden ser suspendidas en PBS e inoculadas intraperitonealmente en
los ratones. Después de entre 7 y 10 dias, los ratones pueden ser sacrificados y sometidos a una operacion
abdominal, a partir de la cual puede recogerse el liquido ascitico producido. El liquido ascitico puede ser
centrifugado para eliminar las sustancias insolubles, y se recuperé un sobrenadante y se almacené a 20 °C hasta su
purificacién. Consecuentemente, puede purificarse la IgG a partir del sobrenadante del liquido ascitico descrito
anteriormente mediante el uso de un kit de purificacién de anticuerpos Hi-Trap Protein-A (disponible en Pharmacia,
Roosendaal, Paises Bajos). A saber, al liquido ascitico (2 ml) puede afiadirse Solucion A (glicina 1,5 M, NaCl 3 M,
pH 8,9, 8 ml) y filtrarse con un filtro para una filtracién que tiene un tamafio de poro de 45 Im (Millipore). Después de
eso, el filtrado obtenido puede aplicarse a una columna (volumen de la columna: 1 ml) cargada con Protein
Sepharose HP (producida por Pharmacia) suficientemente equilibrada con la Solucién A, y la columna debe lavarse
con la Solucién A en una cantidad de 10 veces el volumen de la columna. Posteriormente, puede eluir una fraccién
de IgG con la Solucién B (glicina 1,5 M, pH 2,8) en una cantidad de 10 veces el volumen de la columna. La fraccién
de IgG eluida puede dializarse frente a PBS. Los anticuerpos monoclonales pueden ser determinados segun sus
subclases de IgG mediante el uso de los anticuerpos purificados obtenidos anteriormente, mediante un kit de
determinacion de subclase disponible comercialmente (nombre comercial: Mono Ab-ID EIA Kit A, producido por
Zymed). Este método se basa en el método de ELISA.

Las actividades inhibidoras de los anticuerpos monoclonales pueden ensayarse para evaluar la inhibicion completa
de la unién del rPIGF a su receptor VEGFR1. Esto puede medirse, por ejemplo, mediante un ELISA inmunofuncional
en el que se recubren placas de 96 pocillos con 100 ul de 1 pg/ml de quimera rmFlt-1/Fc durante una noche a la
temperatura ambiente en PBS. Después de bloquear durante 1 hora con BSA al 1 % en PBS, se aplican después a
la placa 100 pl de una mezcla de 70 pyl de medio de hibridoma incubado previamente con 70 pyl de mPIGF-2
recombinante a 10 ng/ml durante 2 horas a la temperatura ambiente. Puede incluirse un patréon de rmPIGF-2 que
varia entre 20 ng/ml y 156 pg/ml (diluido en PBS-Tween. BSA-EDTA). Después, las placas pueden incubarse 1 hora
a 37 °C y 1 hora a la temperatura ambiente, lavarse 5 veces con PBS-Tween y pueden aplicarse 100 ul de PIGF-2
biotinilado de cabra anti-murino a 200 ng/ml durante 2 horas a la temperatura ambiente. Después de lavar 5 veces
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con PBS-Tween, pueden aplicarse 100 ul de conjugado de avidina-HRP (kit Vectastorin ABC) durante 1 hora a la
temperatura ambiente. Después de lavar 5 veces con PBS-Tween, puede revelarse la placa con 90 ul de o-
fenilenodiamina en tampon de fosfato citrato a pH 5,0 durante 30 minutos y medirse a 490 nm.

En el presente documento también se proporcionan ligandos de anticuerpos inhibidores, que son capaces de unirse
al PIGF. Mas preferentemente, dicho ligando deberia ser capaz de reconocer un epitopo especifico localizado en el
PIGF. Por ejemplo, la presente invencién se refiere a ligandos del tipo mencionado anteriormente que derivan de un
anticuerpo monoclonal producido con tal fin mediante una inmunizacién en animales. La presente invencion también
proporciona un fragmento de unién al antigeno Fab, o un derivado homélogo de dicho fragmento, que puede ser
obtenido mediante una digestion proteolitica de dicho anticuerpo monoclonal con papaina, mediante el uso de
métodos bien conocidos en la materia. Con objeto de reducir la inmunogenicidad del anticuerpo monoclonal murino
anti-PIGF, la presente invencién también incluye la construccién de un anticuerpo quimérico, preferentemente en
forma de un dominio variable de cadena Unica, que combina la regién variable del anticuerpo de raton con una
region constante de un anticuerpo humano - un anticuerpo monoclonal denominado humanizado.

Los anticuerpos monoclonales producidos en animales pueden ser humanizados, por ejemplo, mediante la
asociacion de la region de union determinante de complementariedad ("CDR") del anticuerpo monoclonal no humano
con regiones en marco humanas - en particular, la region constante C del gen humano - tal como se divulga en
Jones et al. (Jones et al., 1986) o en Riechmann (Riechmann et al., 1988), o hibridarse de otro modo.

Los anticuerpos monoclonales segun estas realizaciones pueden ser versiones humanizadas de los anticuerpos
monoclonales de ratén elaborados mediante la tecnologia del ADN recombinante, partiendo de secuencias de ADN
gendmico de raton y/o humano que codifican para las cadenas H y L o a partir de clones de ADNc que codifican
para las cadenas Hy L.

Alternativamente, los anticuerpos monoclonales segln estas realizaciones pueden ser anticuerpos monoclonales
humanos. Dichos anticuerpos monoclonales humanos se preparan, por ejemplo, mediante una repoblaciéon con
linfocitos de sangre periférica humana (PBL) de ratones con una inmunodeficiencia combinada grave (SCID) segun
se describe en el documento PCT/EP99/03605 o mediante el uso de animales transgénicos no humanos capaces de
producir anticuerpos humanos segin se describe en la Patente de US 5.545.806. También, los fragmentos
derivados de estos anticuerpos monoclonales, tales como Fab, F(ab)2 y scFv ("fragmento variable de cadena
individual"), siempre que hayan conservado las propiedades de union originales, forman parte de lo que se divulga
en el presente documento. Dichos fragmentos se generan habitualmente, por ejemplo, mediante una digestién
enzimatica de los anticuerpos con papaina, pepsina u otras proteasas. Segun algunas realizaciones en patrticular, el
inhibidor selectivo del PIGF es un fragmento de un anticuerpo, fragmento que se une especificamente al factor de
crecimiento placentario. Segun algunas realizaciones en particular, el fragmento de anticuerpo es un fragmento, un
fragmento F(ab’)2 o un fragmento variable de cadena Unica (scFv).

Segun algunas realizaciones especificas, la preparacion de los fragmentos F(ab")2 o Fab monovalente es, por
ejemplo, como sigue: con objeto de preparar fragmentos F(ab")2, puede dializarse el anticuerpo monoclonal durante
una noche frente a tampon de citrato 0,1 mol/l (a pH 3,5). El anticuerpo (200 partes) es digerido después mediante
una incubacién con pepsina (1 parte) disponible en Sigma (Saint-Louis, Missouri) durante 1 hora a 37 °C. La
digestion se detiene posteriormente mediante la adicién de 1 volumen de un tampon de Tris HCI 1 M (a pH 9) por 10
volimenes del anticuerpo. Los fragmentos Fab monovalentes pueden prepararse mediante una digestion con
papaina como sigue: se afiade 1 volumen de un tampén de fosfato 1 M (a pH 7,3) a 10 volimenes del anticuerpo
monoclonal, después se afiade 1 volumen de papaina (Sigma) a 25 volimenes del tampén de fosfato que contiene
el anticuerpo monoclonal, 10 mmol/l de L-cisteina HCI (Sigma) y 15 mmol/l de acido etilendiaminatetraacético
(denominado en lo sucesivo EDTA). Después de una incubacion durante 3 horas a 37 °C, la digestion se detiene
mediante la adicion de una concentracion final de 30 mmol/l de una soluciéon de yodoacetamida recién preparada
(Sigma), manteniendo la mezcla en la oscuridad a la temperatura ambiente durante 30 minutos. Ambos fragmentos
F(ab")2 y Fab pueden ser purificados adicionalmente de la IgG intacta contaminante y de fragmentos Fc mediante el
uso de proteina-A-Sepharose. Los fragmentos purificados pueden dializarse finalmente frente a solucién salina
tamponada con fosfato (denominada en lo sucesivo en el presente documento PBS). La pureza de los fragmentos
pueden ser determinada mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sulfato de sodio y la
concentracion de proteinas puede medirse mediante el uso del reactivo de ensayo de proteinas A &cido
bicinconicico (Pierce, Rockford, lllinois).

El experto en la materia sabe bien que los anticuerpos (monoclonales), o los fragmentos de los mismos, pueden
modificarse para diversos usos. Los anticuerpos implicados en la invencion pueden marcarse mediante un marcaje
adecuado de tipo enzimatico, fluorescente o radioactivo.

Algunos ejemplos de anticuerpos anti-PIGF estan bien documentados en la materia. Incluyen, pero no se limitan a,
el descrito por Fischer (Fischer et al., 2007), o el anticuerpo monoclonal murino Mab-PL5D11 (W0O01/85796; este
anticuerpo monoclonal esta disponible en el VIB Vesalius Research Center, UZ Gasthuisberg, Herestraat 49, B-3000
Leuven). Otros anticuerpos, tales como el anticuerpo 16D3, se describen, por ejemplo, en el documento EP1869085.
También, el documento W0O2004/002524 describe coémo generar anticuerpos anti-PIGF. Ademas, los anticuerpos
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anti-PIGF también estan disponibles comercialmente, por ejemplo, en Santa Cruz Biotechnology Inc, Abeam, Novus
biologicals, R&D systems, en Sigma-Aldrich y en muchas otras compafiias.

Debe apreciarse que los métodos anteriores también se aplican para la generacion de otros anticuerpos, por
ejemplo, para la generacion de anticuerpos anti-VEGFR-1, que son inhibidores no selectivos del PIGF.

Otros inhibidores del PIGF, particularmente inhibidores selectivamente del PIGF, incluyen, pero no se limitan a,
péptidos, péptidos tetraméricos, proteinas, moléculas organicas o fragmentos u homélogos de los mismos que
tienen el efecto neutralizante segun se establecié anteriormente. Algunos inhibidores adicionales de esta lista no
exhaustiva son moléculas de ARN y de ADN antisentido y ribozimas que funcionan inhibiendo la traduccion del
PIGF, aptameros peptidicos (por ejemplo, ARNip (por ejemplo, Santa Cruz Biotechnology Inc), ARN en horquilla o
ARNch (por ejemplo, Santa Cruz Biotechnology Inc), morfolinos, nanocuerpos y moléculas pequefias. Muchos de
dichos inhibidores (tanto selectivos como no selectivos) estan disponibles en el mercado. Algunos de los posibles
inhibidores se analizaran aqui adicionalmente. Las moléculas pequefias, por ejemplo, pequefias moléculas
organicas y otros candidatos a farmacos, pueden obtenerse, por ejemplo, a partir de colecciones de productos
combinatorias y naturales. Para el cribado de dichas moléculas candidatas/de ensayo, por ejemplo, pueden usarse
lineas celulares que expresan el VEGFR-1 y controlarse la transduccion de sefiales segln se describe con detalle
en el documento WO 01/85796.

Dicho control puede medirse mediante el uso de las técnicas bioguimicas habituales. También pueden controlarse
otras respuestas, tales como la activaciéon o la supresién de la actividad catalitica, la fosforilacion (por ejemplo, la
fosforilacion de la tirosina del dominio intracelular del receptor) o la desfosforilacion de otras proteinas, la activacion
o la modulacion de la produccién de segundos mensajeros, cambios en los niveles ionicos celulares, la asociacion,
la disociacion o la translocacion de moléculas de sefializacién o la transcripcion o la traduccion de genes
especificos. Estos ensayos pueden llevarse a cabo mediante el uso de técnicas convencionales desarrolladas para
estos fines en el transcurso del cribado. La inhibicion de la unién de un ligando a su receptor celular puede afectar, a
través de las rutas de transduccién de sefiales, a una diversidad de procesos celulares. Algunos procesos celulares
bajo el control de la ruta de sefializacion del VEGFR-1/PIGF pueden incluir, pero no se limitan a, funciones celulares
normales, proliferacion, diferenciacién, mantenimiento de la forma de la célula y adhesiéon, ademas de procesos
anormales o potencialmente perjudiciales tales como una proliferacion celular no regulada, una pérdida de la
inhibicién por contacto, un bloqueo de la diferenciacion o la muerte celular. La observacién y la medicién cualitativa o
cuantitativa de cualquiera de los procesos celulares descritos mediante las técnicas conocidas en la materia puede
usarse ventajosamente como un medio para la puntuaciéon de la transduccion de sefiales en el transcurso del
cribado.

Una forma alternativa de cribar moléculas pequefias es a través de un disefio in silico. La estructura cristalina del
factor de crecimiento placentario humano esta disponible (cédigo PDB: 1FZV), por lo que ésta también puede servir
como una plataforma para cribados adicionales de antagonistas de molécula pequefia. Una molécula o una serie de
moléculas inhibidoras pueden ser disefiadas basandose en la estructura del PIGF, tras lo cual pueden ser validadas
mediante el uso de cribados como se ha descrito anteriormente.

Las colecciones de péptidos aleatorios, tales como las colecciones de péptidos tetraméricos descritas
adicionalmente en el presente documento, que consisten en todas las posibles combinaciones de los aminoacidos
unidos sobre un soporte en fase solida, pueden usarse para la identificacion de los péptidos que son capaces de
unirse al sitio de union del ligando de un receptor dado o de otros dominios funcionales de un receptor, tales como
los dominios de cinasa (Lam et al., 1991). El cribado de las colecciones de péptidos puede tener un valor terapéutico
en el descubrimiento de agentes farmacolégicos que actlen inhibiendo la actividad biolégica de los receptores a
través de sus interacciones con el receptor dado. La identificacion de moléculas que son capaces de unirse al PIGF
(u opcionalmente al VEGFR-1) puede llevarse a cabo mediante el cribado de una coleccion de péptidos con una
proteina PIGF recombinante (o una proteina VEGFR-1 soluble). Por ejemplo, los dominios de cinasa y del ligando
extracelular del VEGFR-1 pueden ser expresados por separado y usarse para cribar colecciones de péptidos.
Ademas de mediante el uso de moléculas solubles de VEGFR-1, en otra realizacién, es posible la deteccion de los
péptidos que se unen a los receptores de la superficie celular mediante el uso de células intactas. Las células
usadas en esta técnica pueden ser células vivas o células fijadas. Las células se incuban con la coleccién aleatoria
de péptidos y se uniran a ciertos péptidos de la coleccién para formar una "roseta" entre las células objetivo y el
pertinente soporte en fase soélida/péptido. La roseta puede aislarse a continuacién mediante una centrifugacion
diferencial o eliminarse fisicamente bajo un microscopio de diseccion.

En una realizacién especifica pueden usarse formas mutantes transdominantes negativas de los receptores del
VEGF (por ejemplo, un receptor transdominante negativo del VEGF-R1) para inhibir la transduccion de sefales del
PIGF. El uso de dichas formas mutantes transdominantes negativas de los receptores del VEGF se describe
completamente en la patente US 5.851.999. Ademas, se sabe que la tirosina quinasa placentaria soluble de tipo fms
1 (sFIt1), una variante de empalme del receptor VEGF Fitl que carece de los dominios transmembranario y
citoplasmatico, actia como un potente antagonista del PIGF (Kendall et al., 1996; Shibuya, 2001), y las proteinas de
fusién VEGFRL1 solubles (Aiello et al., 1995) pueden usarse in vivo para inhibir la actividad del PIGF. Sin embargo,
aunque con éxito por derecho propio, el uso de receptores transdominantes negativos puede tener el inconveniente

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2592902 T3

de no ser inhibidores selectivos Gnicamente del PIGF. Por lo tanto, segun algunas realizaciones especificas, el
inhibidor del PIGF no es un receptor transdominante negativo.

El ARN tiene diversas ventajas sobre las moléculas organicas pequefias cuando se considera su uso en la
inactivacion de la funcién de proteinas in vivo. Un ARN que codifica para una secuencia puede unirse a un promotor,
y este gen artificial puede ser introducido en células o en organismos. Dependiendo de la secuencia reguladora
incluida, esto proporciona una forma Unica de construir un gen supresor especifico del tiempo y/o del tejido. Dichos
genes que expresan el ARN son habitualmente méas pequefios que los genes que codifican proteinas, y pueden ser
insertados facilmente en vectores de terapia génica. Al contrario que una proteina foranea o alterada, es menos
probable que el ARN provoque una respuesta inmunitaria. Se han desarrollado moléculas antisentido y ribozimas
como "bloqueantes de codigo" para inactivar la funcién génica, con su promesa de disefio racional de farmacos y
una exquisita especificidad (Altman, 1995; Matteucci y Wagner, 1996). Mecanisticamente, se espera que tanto los
oligodesoxinucleottidos antisentido ("ODN") como las ribozimas biomodificadas consigan una unién especifica en la
primera etapa de su accion mediante la formacion de un daplex estable (o triplex en algunos casos de los ODN) con
una secuencia de nucleétidos objetivo basada en el apareamiento de bases de Watson-Crick o de Hoogsteen.

En ciertas realizaciones, un inhibidor del PIGF puede ser un aptamero. Los métodos para la construccién y la
determinacién de las caracteristicas de unién de los aptameros son bien conocidos en la materia. Por ejemplo,
dichas técnicas se describen en las patentes de EE.UU. n°® 5.582.981, 5.595.877 y 5.637.459.

Los aptameros pueden prepararse mediante cualquier método conocido, incluyendo métodos sintéticos,
recombinantes y de purificacién, y puede usarse solos o junto con otros ligandos especificos para el mismo objetivo.
En general, es necesario un minimo de aproximadamente 3 nucleétidos, preferentemente de al menos 5 nucleoétidos,
para efectuar una union especifica. Los aptameros con unas secuencias menores de 10 bases pueden ser viables,
aunque pueden ser preferidos los aptameros de 10, de 20, de 30 o de 40 nucleétidos.

Es necesario que los aptameros contengan la secuencia que confiere la especificidad de unién, pero pueden ser
extendidos con regiones flanqueantes o derivatizados de otro modo. En algunas realizaciones en particular, las
secuencias de union al PIGF de los aptameros pueden estar flanqueadas por secuencias de union al cebador,
facilitando la amplificacion de los aptameros mediante una PCR u otras técnicas de amplificacién. En una realizacion
adicional, la secuencia flanqueante puede comprender una secuencia especifica que reconoce o0 se une
preferentemente a una fraccion para mejorar la inmovilizacion del aptamero a un sustrato.

Los aptameros pueden ser aislados, secuenciados y/o amplificados o sintetizados en forma de moléculas
convencionales de ADN o de ARN. Alternativamente, los aptameros de interés pueden comprender oligémeros
modificados. Cualquiera de los grupos hidroxilo presentes habitualmente en los aptameros puede ser sustituido por
grupos fosfonato, por grupos fosfato, protegidos con un grupo protector estandar, o activados para preparar enlaces
adicionales a otros nucleétidos, o pueden estar conjugados con soportes solidos. Uno mas de los enlaces
fosfodiéster pueden ser sustituidos por grupos de unién alternativos, tal como P(O)O sustituido por P(O)S, P(O)NR
2, P(O)R, P(O)OR', CO0 CNR 2, enlos que R es H o alquilo (1-20 C) y R' es alquilo (1-20 C); ademas, este grupo
puede estar unido a los nucledtidos adyacentes a través de O o de S. No es necesario que todos los enlaces de un
oligbmero sean idénticos. Los aptameros usados como materiales de partida para la determinacion de las
secuencias de unién especificas pueden ser un ADN o un ARN mono o bicatenario. En una realizacion en particular,
las secuencias son un ADN monocatenario, que es menos susceptible a una degradacion por parte de una nucleasa
gue el ARN. Segun algunas realizaciones en particular, el aptamero de partida contendra una porcién de secuencia
aleatorizada, que generalmente incluye entre aproximadamente 10 y 400 nucledtidos, particularmente desde 20
hasta 100 nucledtidos. La secuencia aleatorizada esta flanqueada por las secuencias de cebador que permiten la
amplificacion de los aptameros que se van a unir al objetivo. Para la sintesis de las regiones aleatorizadas, pueden
afiadirse durante la sintesis mezclas de nucledtidos en las posiciones en las que se desea la aleatorizacion.

Los métodos para la preparacién y el cribado de aptameros que se unen a objetivos de interés en particular son bien
conocidos, por ejemplo, en la Patente de EE.UU. n° 5.475.096 y en la Patente de EE.UU. n® 5.270.163.

La técnica implica generalmente la seleccién a partir de una mezcla de aptameros candidatos y unas repeticiones
por etapas de la unién, la separacion de los aptameros unidos de los no unidos, y una amplificacion. Debido a que
Unicamente existen en la mezcla un pequefio nimero de las secuencias (posiblemente una Unica molécula de
aptamero) correspondientes a los aptameros de mayor afinidad, generalmente es deseable establecer el criterio de
particion, de forma que una cantidad significativa de los aptameros de la mezcla (aproximadamente un 5-50 %)
quede retenida durante la separacion. Cada ciclo da como resultado un enriquecimiento en los aptameros con una
elevada afinidad por el objetivo. Puede usarse una repeticion de entre tres y seis ciclos de seleccion y amplificacién
para generar aptameros que se unen con una elevada afinidad y especificidad al objetivo, tal como el PIGF.

Segun algunas realizaciones en particular, los aptdmeros son aptameros de ARN que interactian especificamente
con el PLGF, u opcionalmente con el VEGF-R1 o con otras sustancias que no son acidos nucleicos de la ruta de
sefializacion del VEGFR-1/PIGF. Estos pueden usarse como reactivos terapéuticos. Los aptameros de ARN se usan
por su capacidad para desestabilizar directamente la funcién proteica. La seleccion de los aptameros in vitro permite
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un rapido aislamiento de ARN extremadamente raros que tienen una elevada especificidad y afinidad por proteinas
especificas. Algunos ejemplos de aptameros de ARN se describen en la Patente de EE.UU. n° 5.270.163 a favor de
Gold et al., y en las publicaciones de Ellington y Szostak, 1990, y de Tuerk y Gold, 1990. Al contrario que los
compuestos antisentido, cuyos objetivos son redes monodimensionales, los aptameros de ARN pueden unirse a las
superficies tridimensionales de una proteina. Ademas, los aptameros de ARN frecuentemente pueden discriminar
finamente entre los sitios funcionales individuales de una proteina (Gold et al., 1995). Como reactivos terapéuticos,
los aptameros no sélo presentan las ventajas combinadas de los anticuerpos y los farmacos con una masa
molecular pequefia, sino que también puede controlarse genéticamente la produccion in vivo de los aptameros de
ARN. La expresion controlada de los aptdmeros de ARN de alta afinidad ofrece un medio para inactivar rapidamente
dominios especificos de proteinas, y evaluar asi su funcién y su mecanismo de accion.

Toole et al., en la Patente de EE.UU. n° 5.840.867 y Grossman et al., en la Patente de EE.UU. n° 6.207.388,
divulgan métodos para la elaboracién de aptameros y aptdmeros que se unen a biomoléculas. Estos aptameros
pueden usarse para interferir en la funcién biolégica normal de las biomoléculas, como una herramienta de
separacion, o diagnoéstica o terapéutica. Los aptameros descritos por Toole et al. pueden ser de ARN o de ADN de
cadena individual o duplex.

Korth et al. (Korth et al., 1997) han aplicado aptameros de ARN monocatenarios dirigidos contra la proteina pridénica
de hamster dorado sirio, y los aptameros eran capaces de reconocer su objetivo especifico en una mezcla de
cientos de proteinas diferentes. Davis (1994) describié un aptdmero de ADN monocatenario que se une al sitio
activo de la trombina y muestra unos efectos anticoagulantes in vivo.

Rajendran, Manjula et al. (documento US20020127581) proporcionan métodos para la seleccion in vitro de
aptameros de sefializacion que comprenden las etapas de sintetizar un conjunto de ADN, teniendo el ADN un inserto
aleatorio de nucledtidos con una proporcién molar sesgada especifica; la amplificacion del conjunto de ADN; la
transcripcion de un conjunto de ARN a partir del ADN amplificado mediante el uso de un nucleétidos marcados
fluorescentemente; la aplicacién del conjunto de ARN marcado fluorescentemente a una columna de afinidad para
eliminar las moléculas de ARN fluorescentes de alta afinidad del grupo de ARN marcado fluorescentemente; la
obtencién de un conjunto de ADNc a partir de las moléculas de ARN fluorescente de alta afinidad; la repeticion de
las etapas de amplificacion y de seleccion con las moléculas de ARN fluorescentes y la clonacién de las moléculas
de ARN fluorescentes para producir aptameros de sefializacion. También se seleccionan los aptameros de
sefializacidon que comprenden las moléculas de ADN.

En el presente documento también se proporciona un aptamero de sefializacion que transduce el cambio
conformacional tras la unién de un ligando en un cambio en la intensidad de la fluorescencia del aptamero de
sefializacion.

Por lo tanto pueden disefiarse aptameros para que interactiien especificamente con sustancias que no son acidos
nucleicos, tales como el PIGF o el VEGFRL1. Los aptameros pueden funcionar como receptores de alta afinidad para
el PIGF o pueden interactuar fuertemente con el PIGF (u opcionalmente con el VEGFR1). El plegado de una
molécula inicialmente desestructurada alrededor del PLGF o del VEGFRL1 y la formacién de una red de puentes de
hidrégeno con el PLGF o el VEGFR1, facilitan este enlace de neutralizacion.

Sin embargo, los aptdmeros también pueden ser cataliticos. Los aptameros que son cataliticos se consideran
aproximadamente ribozimas o aptazimas. Los aptameros también pueden ser disefiados para que interactien
especificamente con sustancias que son acidos nucleicos, en lugar de simplemente unirse a ellos sobre la base de
un apareamiento de bases de Watson-Crick entre las bases de las secuencias de acidos nucleicos con una
orientacion opuesta.

Dichos aptameros, si son cataliticos, pueden denominarse razonablemente aptazimas. Dicha accién especifica
puede ser buscada con fines terapéuticos.

La produccion de aptameros basados en ARN de 2'-fluoropirimidina en forma del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF165) de 165 aminoacidos, una proteina con una homologia en la secuencia del 53 % con el PIGF, ha
sido descrita con detalle por Ruckman et al., 1998 y Bridonneau et al., 1999. Mediante el uso del proceso SELEX
(descrito anteriormente, patente US de Gold et al.) se aislaron ligandos oligonucleotidicos de ARN de 2'-F-pirimidina
(aptameros) del VEGF165 humano. Estos aptameros también se unen a los heterodimeros del VEGF165 y del
PIGF123, y probablemente también a isoformas mayores, tales como la isoforma PIGF152. Se truncaron aptameros
representativos de tres familias de secuencias distintas hasta la secuencia minima capaz de unirse con alta afinidad
al VEGF (23-29 nucleotidos) y fueron adicionalmente modificados mediante la sustitucion del 2'-O-metilo por 2'-OH
en todas las posiciones de ribopurina en las que se toleraba la sustitucion. Este protocolo puede ser usado por un
experto en la materia para elaborar aptameros anti-PIGF neutralizantes. Un aptamero del VEGF (Macugen®,
pegaptanib sédico) también es el primer aptamero terapéutico en ser administrado a seres humanos, y actualmente
esta siendo comercializado para pacientes con degeneracion macular relacionada con la edad.
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También en el ambito de los inhibidores segun se describe en el presente documento estan las secuencias de
oligorribonucleétidos, que incluyen moléculas de ARN catalizadoras, tales como ribozimas, que funcionan inhibiendo
la traduccion del ARNm del VEGFR-1 o del ARNm del PIGF.

Se conocen varias moléculas de ARN que son activas como catalizadores y que no sirven simplemente como un
medio mediante el cual se mueve la informacion fuera del nacleo.

Las ribozimas son moléculas de ARN enzimaticas capaces de catalizar la escisién especifica del ARN. El
mecanismo de accion de la ribozima implica una hibridacion especifica de secuencia de la molécula de la ribozima
con un ARN complementario objetivo, seguido de una escision endonucleolitica. Se entiende que la actividad de
autoescision o de escision de otros ARN de las ribozimas depende de la estructura secundaria del ARN, que puede
depender de factores tales como la secuencia de bases y la inclusién de ubicaciones metalicas. Las ribozimas tienen
una gran utilidad en el control artificial de la expresion génica. Pueden aprovecharse los patrones de carga muy
especificos de los acidos nucleicos, de sus bases y esqueletos, y la capacidad del ADN de formar una estructura
secundaria predecible, basada en la secuencia de bases y el apareamiento de bases de Watson-Crick predecible. El
tamafo pequefio y la naturaleza flexible del acido nucleico lo hace apropiado para la construccion de complejos
capaces de reconocer y unirse especificamente a caracteristicas de otras sustancias, tales como proteinas. A través
de un cribado guiado por SELEX (patente de EE.UU. n° 5.567.588 a favor de Gold et al.), que depende de la union a
acidos nucleicos monocatenarios montados sobre biochips, los investigadores han descubierto ribozimas que son
100 o incluso 1.000 veces mas activas cataliticamente. Fernandez et al. (2001) notifican los datos recogidos a partir
de un Unico cambio conformacional en la molécula de una ribozima. Fernandez et al. también informan de que
dichas estructuras de acidos nucleicos esencialmente diplex experimentan unas transiciones discretas de "todo o
nada" en su conformacion, no la unién por parejas progresiva que se esperaria.

Un ARN circular que tiene la actividad enzimatica para escindir una molécula individual de ARN en un sitio de
escision, y moléculas de ARN capaces de conferir estabilidad al ARN in vivo a través de una proteina de unién a una
ribozima enddgena, se describen en la Patente de EE.UU. n°® 5.712.128 de Been et al., y en la Patente de EE.UU. n°
5.985.620 de Sioud.

Los sitios de escision especificos de las ribozimas de cualquier potencial ARN objetivo son inicialmente identificados
variando la molécula objetivo en busca de los sitios de escisién de la ribozima, que incluyen las siguientes
secuencias, GUA, GUU y GUC. Una vez identificadas, pueden evaluarse las caracteristicas estructurales predichas
de las secuencias de ARN corto de entre 15 y 20 ribonucledétidos correspondientes a la regién del gen objetivo que
contiene el sitio de escision, tales como la estructura secundaria que podria hacer que la secuencia de
oligonucleétidos fuera inadecuada. La idoneidad de los agentes candidatos también puede ser evaluada mediante el
ensayo de su accesibilidad a la hibridacién con oligonucleétidos complementarios, mediante el uso de ensayos de
proteccion con ribonucleasa.

Otra forma de proporcionar inhibicién es el uso de moléculas de ribozima modificadas con un motivo en cabeza de
martillo que catalizan especificamente y de forma eficaz la escisiéon endonucleolitica del PIGF (u opcionalmente del
VEGFR-1) de las secuencias de ARN para el tratamiento de la leucemia positiva para el cromosoma Filadelfia en un
sujeto, preferentemente en un mamifero, y alin mas preferentemente en un ser humano. Una ribozima anti-VEGFR-
1, tal como la angiozima, que ha sido desarrollada contra el ARNm del VEGFR-1 por Ribozyme Pharmaceuticals Inc,
Boulder, Colorado 80301, EE.UU., ya se ha usado en una terapia contra el cancer (Weng y Usman, 2001; Pavco et
al., 2000). Esta angiozima, entre otras moléculas de ARN cataliticas anti-VEGFR-1, pueden usarse para la inhibicién
de la actividad del receptor PIGF, que regula por disminucién la funciéon del receptor PIGF mediante la escision
especifica de los ARNm de los receptores del PIGF primarios, el VEGFR-1. Actualmente se estan llevando a cabo
ensayos clinicos de una ribozima anti-VEGFR-1 para el cancer de mama.

Otros inhibidores contemplados en el presente documento son secuencias de oligorribonucleétidos, que incluyen
moléculas de ARN y de ADN antisentido y constructos de ARNip que son homélogos con una parte de la secuencia
del ARNm del gen del PIGF o del ARNm de su receptor, el VEGFR-1. ARN interferente 0 "ARNi" es un término
acufado inicialmente por Fire y colaboradores para describir la observacién de que el ARN bicatenario (ARNbc)
puede bloquear la expresion génica (Fire et al., 1998). EI ARNbc dirige un silenciamiento post-transcripcional
especifico de gen en muchos organismos, incluyendo vertebrados, y ha proporcionado una nueva herramienta para
el estudio de la funcion génica. El ARNi implica la degradacion del ARNm. El PIGF puede ser silenciado mediante un
método de silenciamiento post-transcripcional selectivo de la expresion del PIGF en una célula de interés que
comprende la introduccién en dicha célula de un constructo de ARNip que es homdlogo con una parte de la
secuencia del ARNm de dicho gen del PIGF. La presente invencién proporciona un método para el tratamiento de la
leucemia Ph+ en un sujeto mediante el silenciamiento génico post-transcripcional mediante la expresion de un ARN
interferente (ARNi) del PIGF en células y/o mediante la expresion de un ARN interferente (ARNi) del VEGFR-1 en
células. Este es un método con una significacion particular in vivo en un paciente humano. Asimismo, se contempla
el uso de un ARNi del PIGF para el tratamiento de la leucemia Ph+.

El ARNbc usado para iniciar el ARNi puede aislarse a partir de una fuente natural o producirse mediante un medio
conocido, por ejemplo, transcrito a partir de un ADN. Por ejemplo, la unién de una polimerasa de ARN a un promotor
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(lo que significa cualquier secuencia de ADN bicatenario que comprende un sitio de unién reconocido por una
polimerasa de ARN dependiente de ADN) permite el inicio de la transcripcion. Pueden usarse muchas secuencias
promotoras conocidas para producir el ARNbc, por ejemplo, pero no se limitan a, las secuencias reconocidas por las
polimerasas de ARN de los fagos T7, T3 o SP6. Sin embargo, esto no representa una limitacion porque la persona
experta apreciara claramente que puede usarse cualquier secuencia promotora identificada como tal, y para la cual
hay disponible la correspondiente polimerasa de ARN. Alternativamente, las dos hebras del ADN usado para formar
el ARNbc pueden pertenecer al mismo duplex o a dos duplex diferentes en los que cada uno se forma con una
hebra de ADN con una secuencia al menos parcialmente complementaria. Cuando el ARNbc es asi producido, la
secuencia de ADN que se va a transcribir esta flanqueada por dos promotores, uno que controla la transcripcion de
una de las hebras y otro la de la hebra complementaria. Estos dos promotores pueden ser idénticos o diferentes. De
hecho, segun la patente de EE.UU. n°® 5.795.715, se proporciona un diplex de ADN con una secuencia promotora
en cada extremo que puede generar directamente un ARN con una longitud definida, y que puede unirse por parejas
para formar un ARNbc.

El ARNbc, tanto de origen sintético como natural, es sometido a una rapida degradacién por las nucleasas presentes
en los sueros de diversas especies animales, particularmente de los primates. Consecuentemente, los
procedimientos que implican un ARNbc generalmente utilizan en todo el proceso material de vidrio cocido, y todos
los tampones se filtran, por ejemplo, a través de un filtro Nalgene de 45 micrémetros, para esterilizarlos. Debe
usarse agua bidestilada exenta de pirégenos en todas las soluciones para minimizar cualquier posibilidad de
contaminacion por endotoxinas.

La concentracion de la solucién de ARNbc puede ser determinada a partir de su espectro UV. Por ejemplo, la
concentracién molar de un ARNbc natural o sintético se determina a partir de la densidad éptica (DO) a 260 nm
mediante el uso de un coeficiente de extincion, obtenible a partir de la bibliografia o determinado mediante el uso de
los procedimientos habituales: 44,7 veces la DO260 = microgramos ARNbc/ml.

Si fuera apropiado, la solucién del ARNbc puede diluirse con un tampén exento de pir6genos para facilitar su
manipulacion. EI ARNbc resultante puede unirse opcionalmente a un soporte; o a un ligando, tal como biotina, que
puede unirse a un soporte recubierto con avidina. Esto permite una cuantificacion directa cuando se utiliza como una
herramienta analitica.

Segun una realizacion en particular, las composiciones de ARNbc de la presente invencion se preparan en forma de
una composicién farmacéutica para el tratamiento de sujetos, particularmente para el tratamiento de pacientes
humanos. Mas particularmente, las composiciones farmacéuticas se administran para el tratamiento de la leucemia
positiva para el cromosoma Filadelfia en pacientes humanos. En algunas realizaciones alternativas, las
composiciones se usan para crear modelos de organismos funcionales "inactivados", aquellos en los que un gen
objetivo es defectuoso, o en este caso, tiene su expresion inhibida. La composicion farmacéutica del ARNbc puede
ser administrada locorregionalmente a dicho paciente. Las composiciones farmacéuticas de ARNbc de la presente
invencion contienen preferentemente un portador o un excipiente farmacéuticamente aceptable adecuado para
hacer que el compuesto o la mezcla sea administrable, por ejemplo, por via parenteral, intravenosa, intradérmica,
intramuscular o subcutanea, o transdérmica. Los principios activos pueden mezclarse o combinarse con cualquier
portador o excipiente convencional farmacéuticamente aceptable.

Los ARNip seleccionados para el silenciamiento del gen del VEGFR1 con una elevada probabilidad de funcionalidad
y una inactivacion de mas del 90 % del ARNm estan disponibles en Dharmacon Inc. Lafayette, CO 80026, Estados
Unidos. Un conjunto de varios duiplex de ARNip diferentes, dirigidos todos contra un gen objetivo, denominado
SMARTpooling/SMARTSselection, se usa como una tecnologia eficaz para el silenciamiento del gen del VEGFR1 y/o
del gen del PIGF. Los ARNip contra el PIGF también estan disponibles comercialmente (por ejemplo, Santa Cruz
Biotechnology Inc.).

Las moléculas antisentido de ARN y de ADN actian directamente bloqueando la traduccién del ARNm mediante su
unién a un ARNm objetivo y evitando la traduccion de la proteina. Con respecto al ADN antisentido, se contemplan
particularmente los oligodesoxirribonucleétidos derivados del sitio de inicio de la traduccion, por ejemplo, entre las
regiones -10 y +10 de la secuencia de nucledtidos del VEGFR-1 o del PIGF. Por ejemplo, ya se ha conseguido la
regulacion por disminucion de otro receptor de tirosina quinasa, el receptor VEGFR2, conseguida mediante una
transfeccion con un oligonucleétido antisentido VEGFR2, mediante una tecnologia antisentido estandar (Berard et
al., 1997). Ademas, se ha demostrado que los oligonucleétidos antisentido (AS) dirigidos contra el receptor del PIGF,
el VEGFR1, bloguean in vivo la angiogénesis (Marchand et al., 2002). Ademas, ya ha sido demostrada la inhibicién
antisentido de la produccion de la proteina PIGF por Yonekura et al. (1999).

Ambas moléculas antisentido de ARN y de ADN, asi como las ribozimas, pueden ser preparadas mediante cualquier
método conocido en la materia para la sintesis de moléculas de ARN (o de ADN). Estos incluyen técnicas para la
sintesis quimica de oligodesoxirribonucleotidos bien conocidas en la materia, tales como, por ejemplo, una sintesis
guimica con fosforamidito en fase solida. Alternativamente, pueden generarse moléculas de ARN mediante una
transcripcion in vitro e in vivo de secuencias de ADN que codifican para la molécula de ARN antisentido. Dichas
secuencias de ADN pueden ser incorporadas en una gran diversidad de vectores, que incorporan los adecuados
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promotores de la polimerasa de ARN, tales como los promotores de polimerasa T7 o SP6. Alternativamente, los
constructos de ADNc antisentido que sintetizan un ARN antisentido constitutivamente o de una forma inducible,
dependiendo del promotor usado, pueden ser introducidos de forma estable en lineas celulares.

En una realizacion especifica estara claro que el método terapéutico de la presente invencion para el tratamiento de
la leucemia positiva para el cromosoma Filadelfia también puede usarse junto con cualquier otra terapia conocida en
la materia para el tratamiento de la leucemia Ph+. Particularmente, se contemplan terapias que incluyen inhibidores
de la proteina tirosina quinasa, particularmente inhibidores de la BCR/ABL, por ejemplo, imatinib y similares.

El término 'medicamento’ segun se usa en la solicitud se refiere a una composicion que comprende moléculas
(inhibidores) como se ha descrito anteriormente y un portador o excipiente farmacéuticamente aceptable (ambos
términos pueden usarse de forma intercambiable) para el tratamiento de enfermedades segun se ha indicado
anteriormente. Algunos portadores o excipientes adecuados conocidos por el artesano experto son solucién salina,
solucién de Ringer, solucién de dextrosa, solucion de Hank, aceites fijos, oleato de etilo, dextrosa al 5 % en solucién
salina, sustancias que mejoran la isotonicidad y la estabilidad quimica, tampones y conservantes. Otros portadores
adecuados incluyen cualquier portador que por si mismo no induzca la produccién de anticuerpos perjudiciales para
el individuo que recibe la composicién, tales como proteinas, polisacaridos, acidos polilacticos, acidos poliglicélicos,
aminoacidos poliméricos y copolimeros de aminoacidos. El 'medicamento’ puede ser administrado mediante
cualquier método adecuado conocido por el artesano experto. La via de administracién preferida es la parenteral.

En la administracion parenteral, el medicamento de esta invencion se formulara en forma de una dosis unitaria
inyectable, tal como una solucién, una suspensidn o una emulsién, en asociacion con los excipientes
farmacéuticamente aceptables como se ha definido anteriormente. Sin embargo, la dosis y modo de administracion
dependeran del individuo. Generalmente, el medicamento se administra de forma que el inhibidor del PIGF (por
ejemplo, una proteina, un polipéptido, un péptido, un acido nucleico, un compuesto o una molécula) se administra a
una dosis de entre 1 pg/kg y 10 mg/kg, mas particularmente de entre 10 pug/kg y 5 mg/kg, lo mas particularmente de
entre 0,1 y 2 mg/kg. Preferiblemente, se administra en forma de una dosis en bolo. También puede usarse una
infusion continua, e incluye una administracion subcutanea continua a través de una minibomba osmética. Si es asi,
el medicamento puede infundirse a una dosis de entre 5y 20 ug/kg/minuto, mas particularmente de entre 7 y 15
pg/kg/minuto.

Segun se usa en el presente documento, el término "portador farmacéuticamente aceptable” incluye cualquiera y
todos los disolventes, medios de dispersién, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes
isoténicos, agentes retardantes de la absorcién, y similares. El uso de dichos medios y agentes para las sustancias
farmacéuticas activas es bien conocido en la materia. Excepto cuando cualquier medio o0 agente convencional sea
incompatible con las composiciones de esta invencion, se contempla su uso en la formulacion terapéutica. También
pueden incorporarse principios activos complementarios en las formulaciones farmacéuticas.

Los expertos en la materia comprenderan que puede emplearse cualquier modo de administracion, vehiculo o
portador empleado convencionalmente y que sea inerte con respecto al agente activo, para la preparacion y la
administracion de las composiciones farmacéuticas de la presente invencion. Algunos ejemplos ilustrativos de dichos
métodos, vehiculos y portadores son los descritos, por ejemplo, en Remington's Pharmaceutical Sciences, 42 ed.
(1970). Los expertos en la materia, conocedores de los principios de la invencion, no tendran dificultades para
determinar los vehiculos, excipientes y portadores adecuados o apropiados, ni en la combinacién de los principios
activos con los mismos para la formar las composiciones farmacéuticas de la invencion.

La cantidad terapéuticamente eficaz del agente activo que se va a incluir en la composicion farmacéutica de la
invencion depende en cada caso de varios factores, por ejemplo, el tipo, el tamafio y el estado del paciente que se
va a tratar, el modo de administracion previsto, la capacidad del paciente para incorporar la forma de dosificacion
prevista, etc. Generalmente, se incluye una cantidad de agente activo en cada forma de dosificacion para
proporcionar desde aproximadamente 0,1 hasta aproximadamente 250 mg/kg, y particularmente desde
aproximadamente 0,1 hasta aproximadamente 100 mg/kg. Una 'cantidad terapéutica’ o una cantidad
terapéuticamente eficaz seglin se usa en el presente documento es una cantidad que mejora uno 0 mas sintomas
de una enfermedad. Dicha cantidad dependera normalmente del inhibidor y de la gravedad de la enfermedad, pero
puede ser decidida por la persona experta, posiblemente a través de una experimentacion rutinaria.

Otro aspecto de la administracion del tratamiento es el uso de la terapia génica para administrar el gen antisentido
mencionado anteriormente o partes funcionales del gen del PIGF o una ribozima dirigida contra el ARNm del PIGF o
una parte funcional del mismo. La terapia génica significa el tratamiento mediante la administracion de acidos
nucleicos terapéuticos a las células de un paciente. Esto se revisa ampliamente en Lever y Goodfellow 1995; en Br.
Med Bull., 51, 1-242; en Culver et al., 1995; en Led ley, 1995. Para conseguir una terapia génica debe existir un
método de administracion de genes a las células del paciente y métodos adicionales para asegurar la produccion
eficaz de cualquier gen terapéutico.

Los protocolos de la terapia génica, destinados a conseguir la expresiéon del producto de un gen terapéutico en las
células objetivo, in vitro, pero también particularmente in vivo, han sido ampliamente descritos en la materia. Estos

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2592902 T3

incluyen, pero no se limitan a, una inyeccion intramuscular de un ADN de plasmido (desnudo o en liposomas), una
inyeccion intersticial, una instilacion en las vias aéreas, una aplicacién en el endotelio, en el parénquima
intrahepatico, y una administracion intravenosa o intraarterial (por ejemplo, en la arteria intrahepatica, en la vena
intrahepatica). Se han empleado diversos dispositivos para mejorar la disponibilidad del ADN en la célula objetivo.
Una metodologia simple es poner en contacto fisicamente la célula objetivo con catéteres o materiales implantables
qgue contienen el ADN. Otra metodologia es la utilizacién de dispositivos de inyeccion a chorro sin agujas que
proyectan una columna de liquido directamente en el tejido objetivo a alta presion. Estos paradigmas de
administracion también pueden usarse para la administracion de vectores viricos. Otra metodologia de la terapia
génica dirigida es el uso de conjugados moleculares que consisten en ligandos proteicos o sintéticos a los que se ha
unido un agente de unidn al acido nucleico o al ADN, para que los acidos nucleicos se dirijan especificamente a las
células (Cristiano et al., 1993). Las células objetivo dependeran normalmente de los sintomas que es necesario
tratar, y pueden ser seleccionadas por la persona experta (por ejemplo, células de médula ésea o células estromales
para el tratamiento de la leucemia).

Los vectores de terapia génica deben expresar una cantidad terapéutica del inhibidor del PIGF. Segun algunas
realizaciones en particular, los vectores de terapia génica descritos en esta solicitud dirigen la expresion de una
cantidad terapéutica del producto génico durante un periodo prolongado. De hecho, siempre que se consigan unos
niveles terapéuticos, no es necesario un nuevo tratamiento. Normalmente, se contempla que la expresion
terapéutica dure al menos 20 dias, al menos 50 dias, al menos 100 dias, al menos 200 dias, y en algunos casos,
300 dias 0 mas. La expresion del producto génico (por ejemplo, un polipéptido, un ARNi, etc.) codificado por la
secuencia codificante puede medirse mediante cualquier medio reconocido en la técnica, tal como un ensayo
basado en anticuerpos, por ejemplo, una inmunotransferencia Western o un ensayo de ELISA, por ejemplo, para
evaluar si se ha conseguido la expresion terapéutica del producto génico. La expresion del producto génico también
puede medirse en un bioensayo que detecta una actividad enzimatica o biol6gica del producto génico.

Los vectores de terapia génica pueden ser vectores episomales (es decir, que no se integran en el genoma de una
célula hospedadora), o pueden ser vectores que se integran en el genoma de la célula hospedadora. Algunos
ejemplos de vectores episomales incluyen plasmidos (extracromosomicos) y los denominados minicirculos, que
estan formados Unicamente por un casete de expresion y estan desprovistos de las secuencias bacterianas, y
algunos ejemplos de vectores que se integran en el genoma de la célula hospedadora incluyen los vectores viricos.

Algunos vectores de plasmidos representativos incluyen los vectores pUC, los vectores bluescript (pBS) y pBR322 0
los derivados de los mismos que estan desprovistos de las secuencias bacterianas (minicirculos). Algunos de los
vectores de plasmidos pueden ser adaptados para que incorporen elementos que mejoren la persistencia del
plasmido episomal en las células transfectadas. Dichas secuencias incluyen S/MAR que se corresponden con los
madulos de la regién unida al esqueleto/matriz unidos a una unidad de transcripcion (Jenke et al., 2004; Manzini et
al., 2006).

Algunos vectores viricos representativos incluyen vectores derivados de virus adenoasociados, de adenovirus, de
retrovirus y de lentivirus. Alternativamente, los sistemas de administracion génica pueden usarse para combinar
componentes viricos y no viricos, tales como nanoparticulas o virosomas (Yamada et al., 2003).

Los retrovirus y los lentivirus son virus de ARN que tienen la capacidad de insertar sus genes en los cromosomas de
la célula hospedadora después de la infeccion. Se han desarrollado vectores retroviricos y lentiviricos que carecen
de los genes que codifican para las proteinas viricas, pero que conservan la capacidad de infectar células y de
insertar sus genes en los cromosomas de la célula objetivo (Miller, 1990; Naldini et al., 1996). La diferencia entre un
vector lentivirico y uno retrovirico clasico basado en el virus de la leucemia murina de Moloney (MLV) es que los
vectores lentiviricos pueden transducir tanto células en division como las que no se estan dividiendo, mientras que
los vectores retroviricos basados en el MLV sdlo pueden transducir células en division.

Los vectores adenoviricos estan disefiados para ser administrados directamente a un sujeto vivo. Al contrario que
los vectores retroviricos, la mayor parte de los genomas de los vectores adenoviricos no se integran en el
cromosoma de la célula hospedadora. En su lugar, los genes introducidos en las células mediante el uso de vectores
adenoviricos se mantienen en el nicleo en forma de un elemento extracromosémico (episoma) que persiste durante
un periodo de tiempo prolongado. Los vectores adenoviricos transducirdn células en division y que no se estan
dividiendo en muchos tejidos diferentes in vivo, incluyendo las células epiteliales de las vias respiratorias, las células
endoteliales, los hepatocitos y diversos tumores (Trapnell, 1993).

Un virus adenoasociado (AAV) es un pequefio virus de ADNmc que infecta seres humanos y algunas otras especies
de primates, no son conocidos por provocar enfermedades y consecuentemente sélo provocan una respuesta
inmunitaria muy leve. Un AAV puede infectar tanto células en division como las que no se estan dividiendo y puede
incorporar su genoma en el de la célula hospedadora. Estas caracteristicas hacen que un AAV sea un candidato
muy atractivo para la creacion de vectores viricos para la terapia génica, aunque la capacidad de clonacion del
vector es relativamente limitada.
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Otro vector virico deriva del virus del herpes simple, un gran virus de ADN bicatenario. Las formas recombinantes
del virus de la variolovacuna, otro virus de ADNbc, puede acomodar insertos grandes y ser generado mediante una
recombinaciéon homologa.

Los inhibidores recogidos en el presente documento pueden usarse para el tratamiento de la leucemia positiva para
el cromosoma Filadelfia (Ph+ o BCR-ABL+), 0 usarse para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de
la leucemia Ph+ (BCR-ABL+). Los métodos para el tratamiento de la leucemia Ph+/BCR-ABL+ implicaran
normalmente la administracion de dicho inhibidor del PIGF a un sujeto en necesidad del mismo, lo mas
particularmente a un sujeto humano. Un subconjunto particular de leucemias Ph+ son las leucemias mielégenas
cronicas (LMC). Por lo tanto, segun algunas realizaciones en particular, los usos y los métodos descritos en la
solicitud son para el tratamiento de la LMC. Otra categoria importante de leucemias Ph+ es un grupo de leucemias
linfociticas agudas (LLA), caracterizadas también por la presencia del cromosoma Filadelfia. Esta categoria tiene
normalmente un mal pronoéstico, ya que muchos de los tratamientos habituales fracasan en los casos de LLA Ph+.
Segun una realizacién en particular, las otras leucemias en las que esta presente el cromosoma Filadelfia (o la
proteina de fusion BCR-ABL) también pueden ser adecuadas para los usos y los métodos descritos en el presente
documento. Sin embargo, estos casos son menos habituales que la LMC o la LLA. No obstante, se han notificado
algunos casos de AML Ph+ (leucemia mieloide aguda), y también se contempla que dichos casos de leucemia Ph+
se beneficien de los usos y los métodos proporcionados en la solicitud.

Es importante darse cuenta de que las leucemias son unas enfermedades devastadoras, a menudo con un mal
pronéstico para el paciente. Por lo tanto, es importante que seamos capaces de ofrecer estrategias de tratamiento
alternativas o estrategias de combinacion si falla una metodologia de tratamiento. Es un objetivo de la presente
solicitud proporcionar un beneficio terapéutico, en particular también para los pacientes que no se benefician de otro
régimen terapéutico.

El tratamiento habitual de las leucemias positivas para el cromosoma Filadelfia, en particular de la LMC, es el uso de
un inhibidor de la BCR-ABL o de un inhibidor de la tirosina quinasa. EI mejor ejemplo conocido de este tipo de
farmacos es el imatinib, pero existen otros muchos ejemplos, tales como nilotinib (AMN107), dasatinib
(BMS354825), AT9283 (Astex therapeutics), SGX393 (Eli Lilly), INNo-406 (Innovive Pharmaceuticals), bosutinib
(SK1606) y MK0457 (Merck).

Sin embargo, varios informes indican que la resistencia a estas medicinas es un problema habitual. De hecho, las
células leucémicas persisten incluso en los pacientes tratados con éxito, y algunos pacientes desarrollan resistencia
y finalmente una recaida (Swords et al., 2007; Buchert, 2007; Li y Li, 2007; Kujawski y Talpaz, 2007). Segun algunas
realizaciones en particular, los inhibidores del PIGF se usan para el tratamiento de las leucemias Ph+ que no pueden
ser tratadas con un inhibidor de la BCR-ABL, y/o en algunos casos mas particulares, que no pueden ser tratadas
s6lo con un inhibidor de la BCR-ABL. Las leucemias positivas para el cromosoma Filadelfia pueden no ser tratables
con un inhibidor de la BCR-ABL (0 so6lo con un inhibidor de la BCR-ABL) por diversas razones, siendo las dos mas
habituales la insensibilidad de las células malignas al inhibidor de la BCR-ABL y que la medicina no es tolerada por
el paciente.

La insensibilidad de las células leucémicas al inhibidor de la BCR-ABL puede ser debida a varios mecanismos (Shah
y Sawyers, 2003), y puede aparecer desde el comienzo (es decir, una insensibilidad al primer tratamiento) o la
resistencia puede ser adquirida (por ejemplo, en pacientes que muestran una recaida o en pacientes que han
desarrollado una leucemia adicional, por ejemplo, en una etapa de crisis blastica).

También se sabe que los inhibidores de la BCR-ABL han provocado efectos secundarios adversos en algunos
pacientes, que pueden dar lugar a que el medicamento ya no sea adecuado para esos pacientes en particular. Una
reaccion alérgica en un paciente también puede dar lugar a una intolerancia a la medicina.

Segun algunas realizaciones especificas, los inhibidores del PIGF se usan para el tratamiento de las leucemias Ph+
que son resistentes (al menos parcialmente) al tratamiento con un inhibidor de la BCR-ABL. Las leucemias que son
(parcialmente) resistentes a un inhibidor de la BCR-ABL pueden definirse como las leucemias en las que las células
leucémicas que estan presentes tienen una respuesta reducida al inhibidor de la BCR-ABL. La cantidad de células
que tienen una respuesta reducida es indicativa del grado de resistencia al Inhibidor de la BCR-ABL. Normalmente,
aungue no necesariamente, una resistencia (parcial) a un inhibidor de la BCR-ABL es un fenémeno adquirido. Segun
algunas realizaciones especificas adicionales, los inhibidores del PIGF se usan para el tratamiento de las leucemias
de Ph+ resistentes al imatinib. Algunos ejemplos no limitantes de dichas leucemias incluyen LMC Ph+ resistente al
imatinib, LLA Ph+ resistente al imatinib, por ejemplo, T-LLA Ph+ resistente al imatinib, B-LLA Ph+ resistente al
imatinib.

A veces, aunque probablemente no en todos los casos, la resistencia a los inhibidores de la BCR-ABL, en particular
la resistencia al imatinib, esta asociada con mutaciones en el gen de la BCR-ABL, en particular en el dominio de la
tirosina quinasa. La mutacion T315l es el ejemplo mejor conocido de la misma. Otros ejemplos incluyen las
mutaciones E255K, E255V, Y253H, H396P, F317L, M35IT, G250E, F311 I, M244V, F359V, L387M, H396R, Q252H,
Y253F, Q252R y E355G (Shah y Sawyers, 2003). Corbin et al. natificaron que, especialmente las G250E, H396P,
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H396R, E255V y T315I, parecian conferir resistencia al imatinib (Corbin et al., 2003). Segun algunas realizaciones
en particular, los inhibidores del PIGF se usan para el tratamiento de las leucemias Ph+ en las que el gen de la BCR-
ABL tiene al menos una mutacién. Segun algunas realizaciones en particular adicionales, los inhibidores del PIGF se
usan para el tratamiento de las leucemias Ph+ que no pueden ser tratadas con un inhibidor de la BCR-ABL y/o que
no pueden ser tratadas solo con un inhibidor de la BCR-ABL, y en las que el gen de la BCR-ABL tiene al menos una
mutacién. Segun algunas realizaciones en particular adicionales mas, las leucemias Ph+ no pueden ser tratadas con
imatinib o no pueden ser tratadas so6lo con imatinib. Segun todavia algunas realizaciones especificas mas, la al
menos una mutacion en el gen de la BCR-ABL se selecciona entre el grupo que consiste en las mutaciones T315I,
E255K, E255V, Y253H, H396P, F317L, M351T, G250E, F311L, M244V, F359V, L387M, H396R, Q252H, Y253F,
Q252R y E355G.

Se contempla que el uso de un inhibidor del factor de crecimiento placentario para el tratamiento de la leucemia
positiva para el cromosoma Filadelfia pueda ser una terapia o un método de tratamiento individual estandar. Segin
algunas realizaciones en particular, sin embargo, el uso de inhibidores del PIGF en el tratamiento de las leucemias
Ph+ se contempla como parte de una terapia de combinacién. Por lo tanto, la inhibicion del PIGF puede usarse junto
con otras terapias usadas para el tratamiento de las leucemias Ph+, tales como radioterapia, quimioterapia, terapia
bioldgica (por ejemplo, tratamiento con interferén), transplante de células madre, transplante de médula 6sea, cirugia
(por ejemplo, extirpacién del bazo) o terapias dirigidas, tales como una inhibiciéon de la BCR-ABL, una inhibicion de
Lyn, una inhibicién de Hsp90, una inhibicion de Src. Por supuesto, la inhibicién del PIGF puede usarse junto con
mas de una de estas terapias (por ejemplo, junto con una inhibicién de la BCR-ABL y de Lyn).

La inhibicion del PIGF puede llevarse a cabo concomitante con otras terapias, o bien antes o después de otras
terapias, o pueden, por ejemplo, intercambiarse intermitentemente. La persona experta es capaz de decidir el
régimen de tratamiento 6ptimo, opcionalmente después de una experimentacion rutinaria.

Debe apreciarse que aunque en el presente documento se han analizado algunas realizaciones, configuraciones
especificas, asi como materiales y/o moléculas en particular, para las células y los métodos segun la presente
invencion, pueden realizarse diversos cambios o modificaciones en la forma y en el detalle sin desviarse del ambito
y el espiritu de esta invencién. Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar mejor algunas realizaciones en
particular, y no deberian considerarse como limitantes de la solicitud. La solicitud esta limitada Gnicamente por las
reivindicaciones.

Ejemplos

Materiales y métodos

Animales

Los ratones hembra Balb/c (de 8 semanas de edad) se obtuvieron en Janvier. El alojamiento y todos los
procedimientos de experimentacion con animales fueron aprobados por el Institutional Animal Care and Research
Advisory Committee del K.U. Leuven.

Células y condiciones de cultivo

Las células KCL-22 y CRL-1929 se obtuvieron del ATCC. Las células Bv-173, K562, BaF3, 32D y Nalmé fueron
amablemente proporcionadas por J. Cools (VIB, Leuven). Las células Bv-173 y las células K562 se cultivaron en
medio RPMI (Gibco, Invitrogen Corporation) con un 20 % de FCS (Hyclone Laboratories); las células BaF3, 32D y
KCL-22 se cultivaron en medio RPMI con un 10 % de FCS; las células Nalm 6 células se cultivaron en medio DMEM
(Gibco, Invitrogen Corporation) con un 10 % de FCS y las células CRL-1929 se cultivaron en medio IMDM (Gibco,
Invitrogen Corporation) con un 20 % de FCS y beta-mercaptoetanol 0,05 mM (Gibco, Invitrogen Corporation).

Aislamiento de las células estromales primarias murinas derivadas de médula 6sea (BMDSC)

Para el aislamiento de las BMDSC, se lavé abundantemente la médula ésea de los fémures y de las tibias, los
eritrocitos se eliminaron con tampén de lisis (NH4Cl 150 mM, EDTA 0,1 mM, KHCO3 10 mM, pH 7,4) y
posteriormente las células se cultivaron en medio DMEM complementado con un 15 % de FCS. Después de 24
horas se retir6 la fraccién celular no adherente, y las células adherentes se cultivaron y se expandieron
adicionalmente durante 3 semanas.

Ensayos de proliferacién y cocultivos

La proliferacion de las células leucémicas y de las BMDSC se analizé mediante el uso de ensayos MTT o mediante
un recuento manual con un hemocitémetro. El PIGF recombinante murino y el anti-VEGFR-1 se obtuvieron en R&D
Systems. El anti-PIGF y la IgG1 de control fueron producidos por Thrombogenics and Biolnvent y caracterizados
segun se ha descrito (Fischer et al., 2007). El PIGF se us6 a una concentracion de 50 ng/ml y los anticuerpos en
exceso molar de 100 veces, salvo que se indique de otro modo. Para los experimentos de cocultivo, se cocultivaron
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10° BMDSC durante 48 horas con 4 x 10° células leucémicas solas o en presencia de los respectivos anticuerpos en
medio exento de suero. Posteriormente, se determind la cantidad de BMDSC adherentes y de células leucémicas no
adherentes y los sobrenadantes se recogieron para los analisis de las proteinas PIGF y VEGF.

Andlisis de la sangre periférica

Se recogidé sangre con pipetas capilares mediante una extraccion retroorbital, y el recuento de leucocitos (WBC,
white blood cell) se determiné con un contador celular automatizado (Beckman Coulter).

ELISA

Las concentraciones de PIGF o de VEGF se cuantificaron en los sobrenadantes del cultivo celular, en el plasma de
la sangre periférica y en el plasma de la médula 6sea mediante el uso de inmunoensayos "Quantikine" para el PIGF
de ratén y el VEGF de raton (R&D Systems). Las concentraciones se expresaron como pg/ml/lO5 células o como

pg/ml.

PCR cuantitativa en tiempo real

La RT-PCR se llev6 a cabo esencialmente con los cebadores y sondas segun se ha descrito previamente (Fischer et
al., 2007).

Modelo singénico de leucemia de células Pre-B BCR-ABL+

Las células BaF3 BCR-ABL+ se cultivaron como se ha descrito anteriormente y se inyectaron 1 x 10° células a
través de la vena de la cola en ratones singénicos Balb/C de 8 semanas de edad.

Modelos de transplante de LMC sensible al imatinib y resistente al imatinib

Para la induccion de la LMC, se recogieron células de médula 6sea mediante la irrigacion de los fémures y las tibias
de ratones donantes Balb/C (de 8 semanas) 4 dias después del tratamiento con 200 mg/kg de 5-fluorouracilo (5-FU;
Sigma Aldrich) y se preestimularon in vitro en medio que contiene 10 ng/ml de IL-3, 10 ng/ml de IL-6 y 50 ng/ml de
SCF. Posteriormente, las células se sometieron a 1 ronda de sedimentacion conjunta con soluciones madre
retroviricas (constructos retroviricos: MCSV-GFP, MSCV-BCR-ABL p210 IRES-EGFP, MSCV-BCR-ABL-T315I-
IRES-EGFP; amablemente proporcionados por Jan Cools). Los ratones hembra receptores se prepararon mediante
una irradiacion letal y la médula ésea transducida fue trasplantada mediante la inyeccién intravenosa de 0,5 x 106
células por animal.

Ejemplo 1. Andlisis de la expresién del PIGF en células leucémicas y en células estromales primarias de médula
6sea in vitro.

Con objeto de determinar el perfil de expresién del PIGF por parte de las células leucémicas y por parte de las
diferentes poblaciones de células estromales asociadas a la leucemia in vitro, se analiz6 la expresion del PIGF en un
conjunto de lineas celulares mieloides y linfoides BCR-ABL+ (murinas: BaF3, 32D; humanas: K562, Bv-173, KCL-
22). Ademas, se investigo la linea celular linfoide BCR-ABL- humana Nalm-6. Adicionalmente, la expresion del PIGF
se cuantificé en diferentes poblaciones de células estromales de médula 6sea. No se encontré expresion de la
proteina PIGF en ninguna de las lineas celulares leucémicas estudiadas, segin se determind mediante un ELISA, y
unas cantidades muy bajas (41 + 2,3 pg/ml) en células hematopoyéticas CD45" sanas aisladas a partir de médula
6sea murina (Figura 1A). Por el contrario, las células estromales primarias derivadas de médula 6sea murina
(BMDSC) vy las lineas celulares estromales (S17, OP9) expresaban abundantes cantidades de la proteina PIGF
(Figura 1A).

El analisis mediante FACS de las células estromales derivadas de médula ésea reveld que el 49,7 % + 20 % de las
BMDSC murinas eran de la estirpe hematopoyética después de un periodo medio de cultivo de 3 semanas (no
mostrado). Para descifrar si la fraccion hematopoyética (CD45") o la fraccion no hematopoyética (CD45) de las
BMDSC murinas expresaba el PIGF, separamos o0 mas poblaciones a través de una metodologia inmunomagnética
(pureza > 93 %, no mostrado) y posteriormente determinamos el PIGF en los sobrenadantes de las CD45" y CD45’
BMDSC. Estos experimentos revelaron la expresion practicamente exclusiva del PIGF por parte de las BMDSC
CD45" (Figura 1B) (N = 3; p < 0,001). Adicionalmente determinamos la expresion del PIGF en células endoteliales
humanas (HUVEC) y murinas (fEND5) y encontramos una abundante expresion de la proteina PIGF (HUVEC: 279,7
+ 29,9 pg/ml; fEND5: 125,7 + 18,8 pg/ml; N = 3). Conjuntamente, estos resultados apuntan en la direccion de que el
PIGF es expresado fundamentalmente por las células estromales de la médula dsea y no por las células leucémicas
in vitro.
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Ejemplo 2. El PIGF es expresado por el estroma leucémico y representa un biomarcador de la progresiéon de la
leucemia in vivo.

Para elucidar el potencial impacto del PIGF sobre la progresiéon de la enfermedad leucémica, y por lo tanto el
potencial terapéutico del aPIGF in vivo, se us6 un modelo de crisis blastica de LMC bien descrito mediante el
transplante de médula ésea transducida con BCR/ABL-GFP en ratones singénicos irradiados subletalmente. En
primer lugar se analizaron los niveles de la proteina PIGF en el plasma de los ratones enfermos en diferentes puntos
temporales (d14, d21 y d28) en comparacién con los ratones de control, y detectamos muy pocas cantidades de la
proteina PIGF en la sangre periférica de los ratones sanos o de los ratones trasplantados con una médula 6sea
transducida en falso, y una baja cantidad de la proteina PIGF en su médula 6sea. Por el contrario, los ratones
leucémicos mostraron un aumento en la proteina PIGF tras la progresion de la enfermedad en su circulacion,
alcanzando unos niveles comparables a los ratones portadores de tumores sélidos (Fischer et al., 2007) en la fase
terminal (Figura 2A, B). Se observo una cinética de aumento similar del PIGF en el plasma de la médula 6sea
(Figura 2B). También cuantificamos el inhibidor natural del PIGF, el sVEGFR-1, y encontramos que aunque el
SsVEGFR-1 esta presente en exceso en comparacion con el PIGF, la proporcién PIGF/sVEGFR-1 aumenta en la
sangre y en la médula 6sea durante la progresién de la enfermedad, lo que indica que la regulacién por aumento del
PIGF es mas pronunciada que la del sVEGFR-1 en el transcurso de la leucemia (Figura 2C, D).

Para averiguar la fuente del PIGF in vivo, llevamos a cabo unos andlisis mediante una PCR en tiempo real del hueso
y de la médula ésea, que revelaron una regulaciéon por aumento de 12,6 veces del ARNm de PIGF en la médula
6sea (N = 8; P < 0,002) (Figura 2E). Los niveles del ARNm de PIGF en los huesos eran similares en los ratones
enfermos y en los sanos (datos no mostrados), lo que indica que la fuente principal del elevado PIGF detectado en el
plasma de la médula 6sea de los ratones leucémicos es la médula 6sea. Para especificar adicionalmente las células
productoras de PIGF de la médula 6sea, clasificamos mediante FACS las células leucémicas (GFP”), las células
hematopoyéticas no leucémicas (GFP'CD45") y las células estromales no leucémicas no hematopoyéticas (GFP’
CD45) y posteriormente determinamos la expresién del ARNm de PIGF mediante una RT-PCR en estas
sustracciones. Estos experimentos elucidaron, de una forma similar a los hallazgos in vitro mencionados
anteriormente, que el PIGF es expresado predominantemente por las células estromales CD45 y sdlo
despreciablemente por las células leucémicas o por las células hematopoyéticas de los ratones leucémicos in vivo.
De hecho, las células estromales GFP'CD45 expresaban 95,6 veces mas ARNm de PIGF que las células
leucémicas y 32 veces mas ARNm de PIGF que las células hematopoyéticas (N = 4; P < 0,05); Figura 2F). Cuando
se comparan los niveles del ARNm de PIGF en células de médula 6sea CD45 de ratones leucémicos con los niveles
del ARNm de PIGF en células CD45  de la médula 6sea de ratones sanos, encontramos una fuerte regulacion por
aumento (25,4 veces) de la expresion del PIGF en el compartimento de células estromales no hematopoyéticas de
los ratones portadores de leucemia (N = 4; P < 0,05) (Figura 2F). De forma interesante, el ARNm de VEGF sélo era
ligeramente regulado por aumento en la médula 6sea de los ratones portadores de leucemia cuando se comparaba
con los ratones sanos (N = 8; P = 0,23) (Figura 2G), lo que indica que el PIGF representa un factor patogénico
especifico derivado del estroma en la leucemia BCR/ABL+ también in vivo. Esta hipétesis es corroborada
adicionalmente por la observacion de que la cantidad de proteina PIGF presente en el plasma sanguineo o en el
plasma de la médula 6sea de ratones leucémicos se correlaciona con la cantidad de blastos leucémicos infiltrantes
en la médula ésea, seguin se determina mediante un anélisis de FACS de las células GFP" en la médula 6sea de los
ratones enfermos en fase terminal (r = 0,81 y r = 0,85; p < 0,05; Figura 2H, I). Por lo tanto, el PIGF representa un
biomarcador de la progresién de la enfermedad de la crisis blastica de la LMC en ratones.

Ejemplo 3. El anti-PIGF inhibe la proliferacién inducida por el PIGF de las células leucémicas.

Para determinar el potencial efecto biolégico del PIGF sobre las células leucémicas, se investigé la expresion del
principal receptor del PIGF, el VEGFR-1 y de sus correceptores Npnl y Npn2 en lineas celulares leucémicas. El
VEGFR-1 era expresado por la mayor parte de las lineas celulares estudiadas segun la bibliografia publicada
(Fragoso et al., 2006) (datos no mostrados). El Npnl y el Npn2 eran expresados en las lineas celulares K562, Nalm-
6, BV-173 y KCL-22, aunque a unos niveles diferentes, pero no en las células 32D (Figura 3A, B). Tomando como
base estos hallazgos, incubamos células leucémicas con PIGF in vitro, dosis que indujo una proliferacion
dependiente en 4 de las 5 lineas celulares BCR/ABL", segun la bibliografia publicada (Figura 3C, D). Ademas de su
principal receptor, el VEGFR-1, el PIGF también se une a los correceptores Npn-1 y Npn-2. Para descifrar si la
proliferacién inducida por el PIGF de las células leucémicas requiere el VEGFR-1, se evaluo el efecto inhibidor de un
anticuerpo bloqueante del VEGFR-1 extracelular (aVEGFR-1). Se encontré una inhibicion de la proliferacién
mediada por el PIGF en presencia del aVEGFR-1 (Figura 3E). Por el contrario, la proliferacion inducida por el PIGF
de las células leucémicas no fue inhibida tras la adiciéon de los anticuerpos de bloqueo de la funcién extracelular
contra el Npn-1 y el Npn-2, lo que indica que el efecto pro-proliferativo del PIGF estad mediado principalmente a
través del VEGFR-1. (Figura 1G). En una etapa posterior se investigo si el anti-PIGF (aPIGF) inhibe la proliferacion
inducida por el PIGF de las células leucémicas y se encontré una anulacion practicamente completa del efecto pro-
proliferativo del PIGF tras la adicion del aPIGF, lo que indica un potencial terapéutico en la leucemia (Figura 3F).

Con objeto de elucidar si el PIGF induce cambios en la fosforilacion del ABL de las células leucémicas BCR/ABL",

llevamos a cabo inmunotransferencias Western de células Bv-173 y KCL-22 que se incubaron con y sin PIGF. Estos
experimentos indicaron que el PIGF no modifica la fosforilacion del ABL (datos no mostrados).

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2592902 T3

Ejemplo 4. Las interacciones paracrinas entre las células leucémicas y las BMDSC inducen la secrecién del PIGF
por parte de las BMDSC.

Se llevaron a cabo experimentos de cocultivo para estudiar las potenciales interacciones entre las células
leucémicas humanas y las BMDSC murinas o una linea de células estromales de médula 6sea murina (S17) que
dan lugar a un aumento en la secrecion del PIGF por parte de las BMDSC o de las células S17, y se encontrd una
significativa regulacion por aumento del PIGF murino tras el cocultivo (Figura 4A, B). Este hallazgo nos indicé que
analizaramos la proliferacion de los cocultivos, lo que revelé una significativa induccion de la proliferacion de las
células leucémicas y de las BMDSC (Figura 4C, D). Este efecto pro-proliferativo fue anulado practicamente en su
totalidad tras la adicion del aPIGF a los cultivos, lo que indica que el PIGF puede inducir la proliferacion de las
células leucémicas de una forma paracrina, pero al mismo tiempo media en la expansion de las células estromales
de la médula 6sea a través de un bucle autocrino, promoviendo asi de forma simultanea el clon leucémico y su
estroma de soporte (Figura 4C, D). De forma interesante, esta interaccion da lugar especificamente a una regulacion
por aumento del PIGF, debido a que el VEGF no estaba regulado por aumento durante el cocultivo (datos no
mostrados). Para ensayar el potencial papel del PIGF en la leucemia BCR-ABL+ in vivo, establecimos 3 modelos
murinos diferentes de leucemia BCR/ABL+ mieloide y linfoide.

En un esfuerzo por descifrar las sefiales moleculares que podrian inducir una regulaciéon por aumento del PIGF,
analizamos en primer lugar si la incubacién con un medio condicionado de células leucémicas (CM) seria suficiente
para inducir una regulacién por aumento similar del PIGF en las células estromales (S17) que el cocultivo directo con
células leucémicas, y averiguamos que, de hecho, el CM es suficiente para la induccién de la secrecién del PIGF por
parte de las S17 (N = 3; P = 0,008; Figura 4E).

Ejemplo 5. Una deficiencia genética en el estroma del hospedador, pero no en las células leucémicas, prolonga la
supervivencia de los ratones leucémicos.

Para determinar el papel del PIGF en la leucemia BCR/ABL" in vivo, indujimos una leucemia en ratones
genéticamente deficientes en el PIGF (PIGF’/') y en ratones wt (WT), y comparamos la supervivencia entre ambos
grupos. Encontramos que los ratones que carecen del PIGF vivieron significativamente mas tiempo que los ratones
WT, lo que indica que el PIGF juega un importante papel en la patogenia de la leucemia in vivo (N = 14/15; P =
0,003; Figura 5A).

En un intento de probar nuestra hipétesis de que el PIGF representa un factor derivado del estroma en la leucemia
BCR/ABL+, realizamos estudios cruzados mediante el trasplante de células transducidas de médula ésea de ratones
WT y de ratones PIGF KO en hospedadores WT y comparamos la supervivencia entre los diferentes grupos (WT —
WT, KO - WT y WT — KO). Averiguamos que la ausencia del PIGF en las células leucémicas no prolonga la
supervivencia de los ratones, pero que la deficiencia en el PIGF del estroma del hospedador inducia una ventaja de
supervivencia significativa en los ratones leucémicos, lo que estd en un intervalo comparable al del sistema
totalmente deficiente en PIGF (véase anteriormente). Por lo tanto, el PIGF derivado del estroma promueve
criticamente la progresion de la leucemia BCR/ABL" in vivo (Figura 5B).

Ejemplo 6. El tratamiento de ratones leucémicos con anti-PIGF prolonga significativamente su supervivencia.

Con objeto de investigar el potencial terapéutico de la inhibicion del PIGF en la leucemia Ph+ murina, se trataron
ratones portadores de una leucemia inducida mediante la inyeccion intravenosa de células BaF3 BCR-ABL+ con
aPIGF, y se encontré una prolongacion significativa de la supervivencia mediana de 18 dias (N = 9; P = 0,015), en
comparaciéon con los anticuerpos de control (Figura 5C). Estos resultados nos indicaron que estableciéramos
modelos murinos de LMC sensible al imatinib y resistente al imatinib (mutante T315l), inducida mediante el
trasplante de BM transducida con BCR-ABL, que simula clinicamente el estado patolégico humano de una crisis
blastica caracterizada por esplenomegalia y una excesiva proliferacion de células leucémicas mieloides que da lugar
a la muerte de los ratones enfermos una semana después de que se detectara por primera vez una elevacién en los
leucocitos en la sangre periférica. A continuacidn se investigo el efecto del aPIGF sobre la carga leucémica, la
histologia de la médula 6sea y la supervivencia de los ratones. Se observé una carga leucémica reducida (datos no
mostrados) y el analisis mediante FACS de las células GFP" en una fase temprana (d15) y en la fase terminal (d28)
de la leucemia reveld una reduccién especifica en las células BCR-ABL" en la BM y en la PB (N = 7; P < 0,05)
(Figura 5D, E y no mostrado). Adicionalmente, las histologias de la médula dsea en la fase terminal indican una
inhibicion sustancial de la progresion de la enfermedad inducida por el tratamiento con aPIGF (Figura 5F). A
continuacién investigamos el efecto del aPIGF sobre la supervivencia de los ratones. Estos experimentos implican
una prolongacion significativa de la supervivencia tras el tratamiento con aPIGF cuando se comparaba con los
anticuerpos de control en ratones portadores de la leucemia tanto sensible al imatinib como resistente al imatinib
(Figura 5G, H). Por lo tanto, el aPIGF inhibe la progresion de la leucemia de crisis blastica murina
independientemente del estado de mutacion de la BCR/ABL.
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Ejemplo 7. El tratamiento de ratones leucémicos con anti-PIGF inhibe la hipervascularizacién y la fibrosis de la

médula sea.

La neoangiogénesis de la médula 6sea representa un importante factor patogénico en la leucemia. El PIGF es una
potente citocina pro-angiogénica y ya se ha demostrado que promueve la angiogénesis tumoral. Por lo tanto, se
analizo el efecto de la inhibicion del PIGF en la vascularizacion de la médula 6sea mediante un andlisis morfométrico
de tinciones de CD31 en ratones trasplantados en falso tratados con un anticuerpo de control y tratados con aPIGF
con una leucemia en fase terminal. Estos experimentos indicaron una profunda hipervascularizacién de la médula
Osea en los ratones leucémicos en comparacion con los controles trasplantados en falso (Figura 6A, C). Esta
hipervascularizacién esta significativamente reducida después del tratamiento con el aPIGF (Figura 6A, C).

La fibrosis de la médula 6sea es un factor adverso bien conocido en la LMC y esta asociado con una resistencia al
imatinib. Tomando como base nuestras observaciones de que el PIGF estimula la proliferacion de las BMDSC
(véase anteriormente), investigamos si el tratamiento de ratones leucémicos con aPIGF podria modificar la fibrosis
de la médula ésea. Tras un andlisis morfométrico de la longitud media de las fibras de reticulina® en la médula ésea,
encontramos una reduccion significativa en la fibrosis de la médula 6sea inducida por la inhibicién del PIGF (Figura
6B, D). Por lo tanto, el aPIGF reduce tanto la hipervascularizacion como la fibrosis de la médula 6sea en ratones
leucémicos.

De forma interesante, los experimentos iniciales han demostrado que el imatinib y el anti-PIGF tienen un efecto
inhibidor aditivo sobre la leucemia BCR/ABL+ in vivo.

Ejemplo 8. El PIGF esta desregulado en la LMC humana.

Para investigar la relevancia del PIGF como nueva molécula objetivo en la LMC humana, determinamos los niveles
plasmaticos del PIGF en controles sanos (n = 10), en pacientes sin tratar en la fase crénica (CP) tras un diagnéstico
primario (n = 32) y en pacientes con una crisis blastica (BC, fase terminal de la enfermedad) en tratamiento con
diferentes inhibidores de la tirosina quinasa (TKI) (n = 9). Estos andlisis revelaron una regulacion por aumento de 2,1
veces del PIGF en los pacientes recién diagnosticados en la CP (p < 0,0001) y un aumento de 3,7 veces en los
niveles del PIGF en los pacientes con una BC (p < 0,0001) en comparacion con los controles sanos (Figura 7A).
Posteriormente, determinamos los niveles del PIGF en el plasma de la médula 6sea (BMP) de los pacientes recién
diagnosticados de LMC (n = 7) y en los pacientes de control diagnosticados con un linfoma sin invasion de la médula
Osea (n = 5; Figura 7B). Estos andlisis revelaron una regulaciéon por aumento del PIGF también en el BMP de los
pacientes con LMC en comparacién con los controles.

A continuacion investigamos la potencial relacién entre la proteina PIGF en la PB y la cantidad de transcritos BCR-
ABL; determinada mediante una QRT-PCR en un Unico centro (n = 43 en la CP, n = 2 en la fase acelerada;
tratamiento con diferentes TKI, imatinib + interferén, u homoharringtonina). Encontramos una correlacion significativa
entre los niveles del PIGF y la cantidad de transcritos de BCR-ABL; (r = 0,45; p = 0,0016), lo que indica que el PIGF
representa un objetivo especifico de la enfermedad en la LMC humana (Figura 7C). Posteriormente, aislamos las
células CD34" a partir de donantes sanos y a partir de pacientes con LMC en la CP y en una BC y determinamos la
expresion del PIGF mediante una QRT-PCR. Estos analisis revelaron que la expresion del PIGF es igualmente baja
tanto en las células leucémicas como en las células CD34" sanas (Figura 7D). Por lo tanto, lo mas probable es que
el elevado PIGF en circulacién no sea secretado por las células leucémicas, sino por las células estromales. Para
investigar esta hipotesis, aislamos células estromales adherentes de BM a partir de pacientes recién diagnosticados
de LMC y comparamos los niveles de expresion del PIGF con los de las células leucémicas CD34°. Encontramos
que las células estromales expresan > 7 veces mas PIGF que las células leucémicas (Figura 7D; p = 0,003), lo que
corrobora nuestros datos preclinicos y extiende el concepto de que el PIGF es producido principalmente por las
células estromales en los pacientes con LMC.

Ejemplo 9. Los niveles del PIGF en pacientes con LMC tratados con imatinib permanecen elevados.

Todavia no esta claro por qué las células leucémicas persisten en los pacientes tratados con imatinib, lo que
provoca una rapida recaida de la mayoria de los pacientes después de suspender el farmaco. El estroma del
hospedador juega potencialmente un papel importante, independientemente de las células leucémicas BCR/ABL".
Para elucidar si el imatinib puede inducir la secrecion del PIGF por parte de las BMDSC, incubamos células
estromales con concentraciones crecientes de imatinib. Estos experimentos revelaron una induccién dependiente de
la dosis del PIGF en las BMDSC murinas, lo que indica un potencial papel del PIGF derivado del estroma en la
mediacion de la resistencia al imatinib. Con objeto de elucidar si ésta induccion del PIGF en las BMDSC también se
produce in vivo, tratamos ratones portadores de LMC inducidos mediante un trasplante de médula ésea transducida
con la BCR/ABL con imatinib, y comparamos los niveles del PIGF en su médula dsea con respecto a los ratones
leucémicos sin tratar y a los ratones sanos. Estos experimentos revelaron una regulacién por aumento del PIGF en
la médula ésea de los ratones leucémicos tratados con imatinib en comparacion con los ratones no tratados, a pesar
de que la infiltracion de la médula 6sea de los ratones tratados con imatinib por las células leucémicas era
significativamente menor (Figura 7E). Estos resultados indican una potenciaciéon de la expresion del PIGF inducida
por la leucemia en la médula 6sea por parte del imatinib, lo que podria promover la supervivencia y la proliferacion
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de las células leucémicas en presencia de imatinib.

Estos hallazgos nos indicaron que determindsemos los niveles del PIGF en la PB de los pacientes tratados con
imatinib que alcanzan diferentes niveles de respuesta (remision molecular completa, CMR; proporcion
BCR/ABL/ABL < 1; proporcion BCR/ABL/ABL < 10) y que los compararamos con los de los individuos sanos y los no
tratados, principalmente los pacientes diagnosticados con LMC. De forma interesante, los niveles del PIGF eran
significativamente mayores en los pacientes con una CMR que en los sujetos sanos, y en los pacientes con una baja
proporcion BCR/ABL/ABL < 1, el PIGF estaba elevado a unos niveles similares a los de los pacientes no tratados
recién diagnosticados de LMC (Figura 7F). Estos datos indican que el PIGF permanece elevado a pesar de la
reduccion de la carga leucémica de varios érdenes de magnitud, y podria contribuir a la persistencia de la
enfermedad bajo un tratamiento con imatinib.

En conclusion, nuestros datos indican que el PIGF representa un factor derivado del estroma que promueve la
progresion de la leucemia Ph+, independientemente del estado de mutacion de BCR/ABL, y representa un nuevo
objetivo producido por el estroma leucémico, un coadyuvante util para los inhibidores de la cinasa BCR/ABL o en la
leucemia resistente a los TKI.

Andlisis

La introduccién del imatinib y de los inhibidores de segunda generacién de la BCR-ABL ha revolucionado el
tratamiento de los pacientes con leucemias positivas para el cromosoma Filadelfia (Ph+), pero las células
leucémicas persisten incluso en los pacientes tratados con éxito, y algunos pacientes desarrollan resistencia y
finalmente una recaida. Las razones de estos inconvenientes no se han resuelto totalmente, pero nosotros hemos
postulado que el estroma del hospedador juega potencialmente un importante papel independiente de la BCR-ABL.
Ya se ha demostrado que el factor de crecimiento placentario (PIGF), un homoélogo del VEGF, era abundantemente
secretado por las células estromales en tumores sélidos. Por lo tanto, se decidié que merecia la pena estudiar el
papel del PIGF en las leucemias linfoides y mieloides Ph+, y abordar el potencial terapéutico del aPIGF, un
anticuerpo monoclonal contra el PIGF, del que recientemente hemos informado que tiene un amplio potencial
antitumoral en varios modelos preclinicos de tumores sélidos (Fischer et al., Cell, 2007).

En primer lugar se estudi6 la expresion del PIGF por parte de 5 lineas celulares diferentes de leucemia Ph+
humanas y murinas (Bv-173, BaF3, 32D, K562, KCL22) in vitro, y se encontré que ninguna de estas lineas celulares
secretaba la proteina PIGF, aunque expresaban su receptor objetivo, el VEGFR-1. Por el contrario, las células
estromales primarias de médula 6sea adherentes murinas (BMDSC) expresaban abundantes cantidades de la
proteina PIGF (de hasta 10° pg/ml/lO5 células), lo que indica una potencial funcién relacionada con el estroma del
PIGF.

En segundo lugar se analizé si el PIGF podria inducir la proliferacion, y por lo tanto se revelé una induccion
dependiente de la dosis del PIGF recombinante en todas las lineas celulares leucémicas analizadas. Este efecto del
PIGF era practicamente completamente anulado tanto por el aPIGF como por un anticuerpo anti-VEGFR-1
extracelular, indicando asi que el efecto pro-proliferativo del PIGF esta mediado principalmente por el VEGFR-1.

En tercer lugar se estudiaron las potenciales interacciones paracrinas entre las BMDSC y las células leucémicas
mediante la realizacion de experimentos de cocultivo. Notablemente, el cocultivo de las BMDSC con las células
leucémicas indujo significativamente la proliferacion de las células leucémicas. Se elabord la hipétesis de que ésta
induccion de la proliferacion podria estar mediada por el PIGF, y de hecho, se encontré una anulacion practicamente
completa de este efecto pro-proliferativo tras la adicion de aPIGF a los cocultivos. Adicionalmente, las BDMSC
regulaban significativamente por aumento la secrecion del PIGF (2,1 veces; N = 3; P = 0,005) cuando se cultivaban
en presencia de células leucémicas, lo que indica unas sustanciales interacciones paracrinas entre ambos tipos de
células. Estos resultados nos permitieron concluir que el PIGF derivado del estroma podria representar un nuevo
objetivo en las leucemias Ph+.

Para ensayar esta hipétesis in vivo, establecimos 3 modelos murinos diferentes de leucemia mieloide y linfoide Ph+.
Posteriormente, se analizd si estaba presente la proteina PIGF en la sangre y en la médula 6sea de los ratones
enfermos en comparacion con los ratones sanos. No se encontrd proteina PIGF en la sangre periférica de los
ratones sanos, y una baja cantidad de la proteina PIGF en su médula ésea. Por el contrario, los ratones leucémicos
mostraron unos niveles de proteina PIGF (76,5 + 18,4 pg/ml de plasma; N = 7) en su circulacién comparables a los
de los ratones portadores de tumores sélidos, e de forma interesante, unos niveles mas de 8,9 veces (N =7; P <
0,0001) elevados del PIGF en su médula 6sea, en comparacion con los ratones sanos, lo que indica de nuevo que el
PIGF representa un nuevo factor patogénico derivado del estroma en la leucemia Ph+.

Con objeto de investigar el potencial terapéutico del aPIGF en las leucemias murinas Ph+, se trataron
posteriormente ratones portadores de una leucemia inducida mediante una inyeccion de células BaF3 BCR/ABL+
con aPIGF en comparacion con los anticuerpos de control, y se encontr6 una prolongacién significativa de la
supervivencia mediana en 18 dias (N = 9; P = 0,015) inducida por el aPIGF. Alentados por estos resultados
positivos, establecimos modelos de LMC sensibles al imatinib y resistentes al imatinib (mutante T315I) mediante una
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transduccién de células primarias de médula 6sea y un posterior transplante en ratones receptores irradiados
letalmente, que se trataron con aPIGF y con anticuerpos de control. De forma interesante, también en estos modelos
agresivos encontramos una prolongacion significativa de la supervivencia de los ratones enfermos inducida por el
bloqueo del PIGF (prolongacién de la supervivencia mediana en los wt con una leucemia inducida por la BCR-ABL
de 5 dias; N = 11; P = 0,002; en los mutantes T315I de 4 dias; N = 12; P = 0,039). La histologia de la médula ésea y
el analisis fenotipico mediante FACS revel6 una disminucion en la infiltracion del bazo y de la médula 6sea con
células leucémicas (reduccién en la médula ésea del 38 % y en el bazo del 24 %).

Aqui hemos descifrado que las células leucémicas aleccionan a las células estromales no hematopoyéticas
derivadas de médula ésea (BMDSC) para que regulen por aumento el factor de crecimiento placentario (PIGF), lo
qgue dirige criticamente la progresion de la leucemia BCR-ABL1+ en modelos preclinicos de raton. De forma
importante, estos hallazgos fueron confirmados en muestras humanas de LMC, ya que el PIGF también esta
regulado por aumento en la sangre y en la médula dsea de los pacientes con LMC. La inhibicion de esta nueva
molécula objetivo por parte de un anticuerpo monoclonal contra el PIGF, el aPIGF, mejora la supervivencia de los
ratones portadores de una leucemia sensible y resistente al imatinib (mutados en T315I). El anti-PIGF muestra su
eficacia terapéutica bloqueando la proliferacion de las células leucémicas y normalizando el microentorno leucémico
anormal de la médula ésea al reducir la hipervascularizacion y la fibrosis. De forma interesante, el imatinib puede
regular por aumento el PIGF en las BMDSC, y los niveles del PIGF permanecen altos en los pacientes con LMC
tratados con imatinib, lo que indica que el PIGF podria contribuir a la persistencia de las células leucémicas. Esto
apoya adicionalmente el hecho de que puede usarse la inhibicion del PIGF junto con dichas terapias,
proporcionando un beneficio adicional. En resumen, la inhibicién del PIGF puede servir como un nuevo candidato al
que dirigirse en las terapias de combinacién o en la LMC resistente a los TKI.

En conclusion, estos datos indican que el PIGF representa un factor derivado del estroma que promueve la
progresion de la leucemia Ph+, independientemente del estado de mutacion de la BCR-ABL, y podria representar un
nuevo objetivo producido por el estroma leucémico, un coadyuvante potencialmente util de los inhibidores de la
cinasa de BCR-ABL.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo o un fragmento del mismo que se une especificamente al factor de crecimiento placentario, y la
inhibicion de la union del factor de crecimiento placentario al receptor VEGFR1, para su uso en el tratamiento de la
leucemia positiva para el cromosoma Filadelfia, en el que la leucemia positiva para el cromosoma Filadelfia no
puede ser tratada con un inhibidor de la BCR-ABL, y/o no puede ser tratada so6lo con un inhibidor de la BCR-ABL.

2. El anticuerpo o un fragmento del mismo para su uso segun la reivindicacion 1, en el que dicha leucemia positiva
para el cromosoma Filadelfia es una leucemia mielégena crénica positiva para el cromosoma Filadelfia, una
leucemia mieloide aguda positiva para el cromosoma Filadelfia (AML Ph+) o una leucemia linfocitica/linfoblastica
aguda positiva para el cromosoma Filadelfia (LLA Ph+), tal como la T-LLA Ph+ o la B-LLA Ph+.

3. Una combinacién de un anticuerpo o de un fragmento del mismo que se une especificamente e inhibe el factor de
crecimiento placentario, y un inhibidor de la BCR-ABL para su uso en el tratamiento de la leucemia positiva para el
cromosoma Filadelfia, en la que la leucemia positiva para el cromosoma Filadelfia no puede ser tratada sélo con un
inhibidor de la BCR-ABL.

4. La combinacion para el uso segun la reivindicaciéon 3, en la que dicha leucemia positiva para el cromosoma
Filadelfia es una leucemia mielégena crénica positiva para el cromosoma Filadelfia.

5. El anticuerpo o un fragmento del mismo para su uso segun las reivindicaciones 1 o 2 o la combinaciéon para su
uso segun las reivindicaciones 3 o0 4, en los que el anticuerpo o un fragmento del mismo, que se unen
especificamente e inhiben al factor de crecimiento placentario, es el anticuerpo 16 D3 producido por la linea celular
depositada con el nimero LMBP 6399CB.

6. El anticuerpo o un fragmento del mismo para su uso segun las reivindicaciones 1 o 2, en el que la leucemia
positiva para el cromosoma Filadelfia no puede ser tratada con un inhibidor de la BCR-ABL que es un inhibidor de la
tirosina quinasa.

7. El anticuerpo o un fragmento del mismo para su uso segun la reivindicacion 6, en el que la leucemia positiva para
el cromosoma Filadelfia no puede ser tratada con imatinib, nilotinib, dasatinib, bosutinib, AT9283, SGX393, INNo-
406 ni MK0457.

8. La combinacioén para el uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 o 4, en la que el inhibidor de la BCR-
ABL es un inhibidor de la tirosina quinasa.

9. La combinacion para el uso segun la reivindicacion 8, en la que el inhibidor de la BCR-ABL es imatinib, nilotinib,
dasatinib, bosutinib, AT9283, SGX393, INN0-406 o MK0457.

10. El anticuerpo, o un fragmento del mismo, para su uso segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el

que el sujeto ha sido tratado previamente con un inhibidor de la BCR-ABL, y bien (a) ha desarrollado insensibilidad
al inhibidor de la BCR-ABL, o bien (b) el inhibidor de la BCR-ABL no era tolerado por el paciente.
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Figura 1
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Proliferacion inducida por el PIGF (K562) Proliferacion inducida por el PIGF (BV-173)
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Figura 4
A
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Figura 5
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Supervivencia en LMC sensible al imatinib

Supervivencia en LMC (T315I) resistente

al imatinib
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falso control anti-PIGF

falso control anti-PIGF
Figura 7
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PIGF en LMC humana Plasma de médula 6sea de LMC
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C D
LMC humana Expresion del PIGF en los CD34+ humanos
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