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DESCRIPCION
Métodos, usos y composiciones de agonistas de Tie2
Campo de la descripcion

La descripcion se refiere a métodos y usos de agonistas de Tie2. En particular, la descripcion se refiere a métodos y
usos para tratar la gripe y/o una sobreinfeccion bacteriana asociada con la gripe. La descripcion también se refiere a
composiciones que comprenden (a) un agonista de Tie2 y (b) un agente antiviral y métodos y usos de las mismas.

Antecedentes de la descripcion

El virus de la gripe humana tiene un costo terrible en la economia y la salud publica (Majury, 2005; Falsey y Walsh,
2006). A pesar de los programas de vacunacion y los medicamentos antivirales, la gripe estacional sola causa
aproximadamente 4000 muertes en Canada anualmente (Schanzer et al., 2007) y es la causa de muerte por
infeccion ndmero uno en Ontario (Kuster et al., 2010). La gripe infecta el epitelio respiratorio y la mayoria de las
muertes ocurren debido a complicaciones pulmonares. Alrededor de 25% de las muertes ocurren como resultado
directo de la infeccion viral inicial (Louria et al., 1959), mientras que el resto se atribuye a una infecciéon bacteriana
superpuesta (también llamada sobreinfeccion bacteriana), como la neumonia por Staphylococcus aureus (Mohan et
al., 2005). En ambos casos, el deterioro respiratorio esta marcado por lesién pulmonar aguda (Dominguez-Cherit et
al., 2009; Louria et al., 1959), un sindrome potencialmente mortal de edema pulmonar que ocurre debido a una
mayor permeabilidad de la microvasculatura pulmonar (Lee y Slutsky, 2001). Los vasos sanguineos en el pulmén
estan revestidos por una capa continua de endotelio; por lo tanto, la pérdida de la integridad de la barrera del
endotelio microvascular pulmonar es un requisito previo para la lesion pulmonar aguda. Si bien existen
medicamentos antivirales, solo reducen parcialmente la mortalidad (McGeer et al., 2007), deben administrarse
temprano para que sean efectivos, y su uso se complica por el rapido desarrollo de resistencia. Por lo tanto, se
necesitan desesperadamente nuevas terapias para los casos mas graves de gripe.

A diferencia de los virus de la gripe aviar de alta patogenicidad (p. €j., gripe aviar H5N1) (Maines et al., 2008), las
cepas de gripe humana carecen de ciertos aminoacidos basicos en sus moléculas de hemaglutinina; esto limita la
escision a las proteasas similares a tripsina que estan contenidas dentro del tracto respiratorio. Por lo tanto, la gripe
humana infecta principalmente el epitelio respiratorio, lo que conduce a lesiones epiteliales, apoptosis y
descamacion (Kuiken y Taubenberger, 2008). En infecciones no complicadas, estos cambios en el epitelio de las
vias respiratorias son transitorios y el proceso de reparacion es evidente en unos dias. Sin embargo, en la neumonia
viral primaria, el virus también infecta el pulmén distal, particularmente los neumocitos tipo | y el epitelio bronquiolar
ciliado, conduciendo a dafios en los alvéolos, incluido el desnudamiento alveolar franco (Kuiken y Taubenberger,
2008); también pueden ser infectados los neumocitos tipo Il y los macréfagos alveolares. En la pandemia de gripe de
1957, las neumonias virales primarias representaron aproximadamente 20% de las muertes (Kuiken vy
Taubenberger, 2008). Sin embargo, el mecanismo de la lesién pulmonar en estos casos no esta claro, ya que la
apoptosis epitelial por si sola no es suficiente para inducir fuga pulmonar (Mura et al., 2010).

Sin embargo, hasta la fecha, se ha pasado por alto en gran medida un posible efecto de la gripe en el endotelio
pulmonar (Teijaro et al., 2011). In vivo, la infeccion epitelial y endotelial, la adhesidon de plaquetas y otros factores
tales como las citoquinas sistémicas y la liberacion de granulos de leucocitos pueden tener efecto sinérgico para
inducir lesion pulmonar. Hasta la fecha, sin embargo, no se han descrito agentes para la gripe humana que se dirijan
al endotelio pulmonar.

Ademas de la neumonia viral, en la pandemia de 1957 el resto de las muertes (75%) ocurrieron como consecuencia
de sobreinfeccion bacteriana. La situacion clinica clasica es de un paciente que inicialmente mejora después del
inicio de la gripe, solo para deteriorarse notablemente tan pronto como 2-3 dias después (Peltola y McCullers, 2004;
Mohan et al., 2005) por la sobreinfeccion bacteriana con organismos Gram positivos como Staphylococcus aureus.
Los datos de la autopsia de la epidemia de gripe de 1918 y los datos de modelos animales condujeron a la hipotesis
comunmente sostenida de que el virus causaba la inmunosupresion que conducia a una eliminacién disminuida de
bacterias (Speshock et al., 2007). Sin embargo, los antibidticos no estaban disponibles en 1918 y no se usan
tipicamente en modelos animales. De hecho, en la pandemia de gripe de 1957, cuando los antibidticos estaban
facilmente disponibles, la mayoria de los cultivos de pulmén de autopsia fueron negativos (Louria et al., 1959;
Oseasohn et al., 1959). Por lo tanto, la administracion casi universal de antibiéticos empiricos de amplio espectro
(McGeer et al., 2007) a pacientes con gripe grave (debido a la incertidumbre diagndstica) hace que la replicacion
bacteriana per se sea poco probable como la causa de la lesion pulmonar aguda. En apoyo de esta idea, en un
modelo de raton de gripe y sobreinfeccion por S. Aureus, la muerte no podia explicarse por el crecimiento bacteriano
sin restricciones, ni podia atenuarse por el agotamiento de los leucocitos (es decir, no era mediada por leucocitos)
(Iverson et al., 2011).

Los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades de los EE.UU. (CDC) recomiendan medicamentos
antivirales con actividad contra los virus de la gripe como adyuvante importante de las vacunas contra la gripe en el
control de la gripe (http://www.cdc.gov/flu/pro-fessionals/antivirals/summary-clinicians.htm). Los medicamentos
antivirales se usan en el tratamiento, asi como en la prevencion de la gripe. Los medicamentos antivirales aprobados
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por la FDA incluyen oseltamivir (Tamiflu®) y zanamivir (Relenza®). El beneficio clinico es mayor cuando los
antivirales se administran temprano, especialmente en el espacio de las 48 horas posteriores al inicio de la
enfermedad y su eficacia disminuye cuando se administra con retraso.

Se ha demostrado que todas las angiopoyetinas (Ang) 1-4 se unen y activan la actividad del receptor de tirosina
quinasa Tie2 en diferentes grados. Todas las Ang se caracterizan estructuralmente por un dominio de super
agrupacion N-terminal (SCD) seguido de un dominio superenrollado (CCD) y un dominio tipo fibrinbgeno C-terminal
(FLD) (Ward y Dumont 2002; Tsigkos et al. 2003) Los estudios funcionales han resaltado un papel para el SCD vy el
CCD en la formacién de multimeros homotipicos de alto orden de Ang (Procopio et al. 1999). La naturaleza
especifica de estos multimeros es variable y es Unica para cada miembro de la familia de Ang. La especificidad de
union de las Ang para el receptor Tie2 se ha atribuido al FLD (Tisgkos et al. 2003; Procopio et al. 1999).
Considerados en conjunto, son los atributos estructurales Unicos de cada miembro de la familia de Ang lo que
promueve la unién y la agrupacion diferencial de Tie2. Se cree que los efectos fisioldgicos pleiotrépicos de las Ang
1-4 son mediados, al menos en parte, por la agrupacion adecuada y especifica del receptor. Por ejemplo, los ratones
disefiados para sobreexpresar el CCD de la Ang 1, capaz de multimerizar con Ang1 enddgena producida en la
misma célula, produjeron patrones inadecuados de los vasos coronarios (Ward et al. 2004). Ademas, las formas
quiméricas de la Ang 1 disefiadas para contener el FLD C-terminal y uno de varios CCD diferentes diferian en su
capacidad para activar el receptor Tie2 (Cho et al. 2004a; Cho et al. 2004b).

Los autores de la presente invencion disefiaron previamente péptidos miméticos de angiopoyetina que se unen a
Tie2 y cuando se configuraban como dimero o tetramero (el tetramero se conoce como Vasculotida) dan como
resultado la agrupacion del receptor y su activacion (Van Slyke et al. 2009, David et al. 2011 y Kumpers et al. 2011;
W02008/049227).

La activacién de Tie2 a través de la tetramerizacion de péptidos de unién a Tie2 de alta afinidad utilizando el modelo
de biotina/avidina (Van Slyke et al. 2009) ha establecido el uso del péptido como agonista del receptor Tie2 para
promover la angiogénesis para aplicaciones en la curacion de heridas diabéticas y otras indicaciones
cardiovasculares. También se ha demostrado que la Vasculotida (VT) protege contra la fuga vascular. Los estudios
que examinan el impacto de la VT en la permeabilidad endotelial in vitro, asi como en la septicemia inducida por
endotoxemia y polimicrobiana, demostraron que la VT era capaz de prevenir y/o invertir la permeabilidad endotelial
inducida por estos tratamientos. Ademas, la VT era capaz de prevenir la escision de las interacciones de célula
endotelial (EC):célula endotelial (EC) in vitro ilustrando ain mas su capacidad para inhibir la permeabilidad vascular
(David et al. 2011).

Compendio de la descripcion

Los autores de la presente invencion han demostrado que la administracion de una forma multimérica de un péptido
de union a Tie2 llamado "Vasculotida" puede aumentar la supervivencia en un modelo de ratén de neumonia viral
primaria y lesion pulmonar aguda debido a la infeccion viral de gripe, y aumentar la supervivencia cuando se
coadministra con un farmaco antiviral. EI aumento en la supervivencia persiste incluso cuando la Vasculotida se
administra de forma retrasada (es decir, después del inicio de la infeccion por gripe). Los autores de la invencion
también han demostrado que la infeccion en dosis baja por gripe predispone al endotelio pulmonar a una mayor fuga
tras la exposicion posterior a bacterias, un fenémeno conocido como cebado, y que la Vasculotida es capaz de
anular esta fuga inducida por cebado.

La presente invencion se define en las reivindicaciones.

Por consiguiente, la presente descripcion proporciona un agonista de Tie2 para usar en un método de tratamiento de
un animal o célula infectada con gripe que comprende administrar un agonista de Tie2. La descripcion también
proporciona el uso de un agonista de Tie2 para tratar un animal o célula infectada con gripe. También se
proporciona el uso de un agonista de Tie2 en la preparacion de un medicamento para tratar un animal o célula
infectada con gripe. Ademas se proporciona un agonista de Tie2 para su uso en el tratamiento de un animal o célula
infectada con gripe.

La presente descripcién también proporciona un agonista de Tie2 para usar en un método para aumentar la
supervivencia y/o disminuir la mortalidad en un animal infectado con gripe que comprende administrar un agonista
de Tie2. La descripcion también proporciona el uso de un agonista de Tie2 para aumentar la supervivencia y/o
disminuir la mortalidad en un animal infectado con gripe. También se proporciona el uso de un agonista de Tie2 en la
preparacion de un medicamento para aumentar la supervivencia y/o disminuir la mortalidad en un animal infectado
con gripe. Ademas se proporciona un agonista de Tie2 para usar en el aumento de la supervivencia y/o disminucién
de la mortalidad en un animal infectado con gripe.

La presente descripcion también proporciona un agonista de Tie2 para usar en un método para disminuir la fuga
endotelial pulmonar en un animal o célula infectada con gripe que comprende administrar un agonista de Tie2. La
descripcion también proporciona el uso de un agonista de Tie2 para disminuir la fuga endotelial pulmonar en un
animal o célula infectada con gripe. También se proporciona el uso de un agonista de Tie2 en la preparacion de un
medicamento para disminuir la fuga endotelial pulmonar en un animal o célula infectada con gripe. Ademas se
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proporciona un agonista de Tie2 para usar en la disminucion de la fuga endotelial pulmonar en un animal o célula
infectada con gripe.

La presente descripcién también proporciona un agonista de Tie2 para usar en un método para aumentar la
saturacion de oxigeno arterial en un animal infectado con gripe, que comprende administrar un agonista de Tie2. La
descripcion también proporciona el uso de un agonista de Tie2 para aumentar la saturacion de oxigeno arterial en un
animal infectado con gripe. También se proporciona el uso de un agonista de Tie2 en la preparacion de un
medicamento para aumentar la saturacién de oxigeno arterial en un animal infectado con gripe. Ademas se
proporciona un agonista de Tie2 para usar en el aumento de la saturaciéon de oxigeno arterial en un animal infectado
con gripe.

La presente descripcion también proporciona un agonista de Tie2 para usar en un método de tratamiento de una
sobreinfeccion bacteriana asociada con la gripe en un animal o célula que lo necesite, que comprende administrar
un agonista de Tie2. La descripcion también proporciona el uso de un agonista de Tie2 para tratar una
sobreinfeccion bacteriana asociada con la gripe en un animal o célula que lo necesite. También se proporciona el
uso de un agonista de Tie2 en la preparacion de un medicamento para tratar una sobreinfeccion bacteriana asociada
con la gripe en un animal o célula que lo necesite. Ademas se proporciona un agonista de Tie2 para usar en el
tratamiento de una sobreinfeccion bacteriana asociada con la gripe en un animal o célula que lo necesite.

La presente descripcion también proporciona un agonista de Tie2 para usar en un método para aumentar la
supervivencia y/o disminuir la mortalidad en un animal con una sobreinfeccion bacteriana asociada con la gripe, que
comprende administrar un agonista de Tie2. La descripcion también proporciona el uso de un agonista de Tie2 para
aumentar la supervivencia y/o disminuir la mortalidad en un animal con una sobreinfeccidon bacteriana asociada con
la gripe. También se proporciona el uso de un agonista de Tie2 en la preparacion de un medicamento para aumentar
la supervivencia y/o disminuir la mortalidad en un animal con una sobreinfeccion bacteriana asociada con la gripe.
Ademas se proporciona un agonista de Tie2 para usar en el aumento de la supervivencia y/o la disminucion de la
mortalidad en un animal con una sobreinfeccion bacteriana asociada con la gripe.

La presente descripcion también proporciona un agonista de Tie2 para usar en un método para disminuir la fuga
endotelial pulmonar en un animal o célula con una sobreinfeccién bacteriana asociada con la gripe, que comprende
administrar un agonista de Tie2. La descripcion también proporciona el uso de un agonista de Tie2 para disminuir la
fuga endotelial pulmonar en un animal o célula con una sobreinfeccion bacteriana asociada con la gripe. También se
proporciona el uso de un agonista de Tie2 en la preparacion de un medicamento para disminuir la fuga endotelial
pulmonar en un animal o célula con una sobreinfeccion bacteriana asociada con la gripe. Ademas se proporciona un
agonista de Tie2 para usar en la disminucion de la fuga endotelial pulmonar en un animal o célula con una
sobreinfeccion bacteriana asociada con la gripe.

El agonista de Tie2 se puede administrar de cualquier manera adecuada, incluyendo, sin limitacion, por via topica,
sistémica, oral, intranasal o por inhalacion.

En una realizacion, el agonista de Tie2 se usa o administra aproximadamente o al menos 24 horas después de la
infeccion. En ofra realizacion, el agonista de Tie2 se usa o administra aproximadamente o al menos 48 horas
después de la infeccion. En otra realizacién mas, el agonista de Tie2 se usa o administra aproximadamente o al
menos 72 horas después de la infeccion.

La presente descripcion también proporciona un agonista de Tie2 para usar en un método de tratamiento de un
animal o célula infectada con gripe que comprende administrar (a) un agonista de Tie2 y (b) un agente antiviral. La
descripcion también proporciona el uso de (a) un agonista de Tie2 y (b) un agente antiviral para tratar un animal o
célula infectada con gripe. También se proporciona el uso de (a) un agonista de Tie2 y (b) un agente antiviral en la
preparacion de un medicamento para tratar un animal o célula infectada con gripe. Ademas se proporciona (a) un
agonista de Tie2 y (b) un agente antiviral para usar en el tratamiento de un animal o célula infectada con gripe.

La presente descripcién también proporciona un agonista de Tie2 para usar en un método para aumentar la
supervivencia y/o disminuir la mortalidad en un animal infectado con gripe, que comprende administrar (a) un
agonista de Tie2 y (b) un agente antiviral. La descripcidon también proporciona el uso de (a) un agonista de Tie2 y (b)
un agente antiviral para aumentar la supervivencia y/o disminuir la mortalidad en un animal infectado con gripe.
También se proporciona el uso de (a) un agonista de Tie2 y (b) un agente antiviral en la preparacion de un
medicamento para aumentar la supervivencia y/o disminuir la mortalidad en un animal infectado con gripe. Ademas
se proporciona (a) un agonista de Tie2 y (b) un agente antiviral para usar en el aumento de la supervivencia y/o
disminucion de la mortalidad en un animal infectado con gripe.

La presente descripcion también proporciona un agonista de Tie2 para usar en un método para disminuir la fuga
endotelial pulmonar en un animal o célula infectada con gripe, que comprende administrar (a) un agonista de Tie2 y
(b) un agente antiviral. La descripcion también proporciona el uso de (a) un agonista de Tie2 y (b) un agente antiviral
para disminuir la fuga endotelial pulmonar en un animal infectado con gripe. También se proporciona el uso de (a) un
agonista de Tie2 y (b) un agente antiviral en la preparacion de un medicamento para disminuir la fuga endotelial
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pulmonar en un animal infectado con gripe. Ademas se proporciona (a) un agonista de Tie2 y (b) un agente antiviral
para usar en la disminucion de la fuga endotelial pulmonar en un animal infectado con gripe.

El agonista de Tie2 se puede administrar de cualquier manera adecuada, incluyendo, sin limitacién, por via topica,
sistémica, oral, intranasal o por inhalacién. El agente antiviral también se puede administrar de cualquier manera
adecuada, incluyendo, sin limitacion, por via topica, sistémica, oral, intranasal o por inhalacion.

El agonista de Tie2 y el agente antiviral se pueden administrar simultaneamente (al mismo tiempo). El agonista de
Tie2 y el agente antiviral también se pueden administrar secuencialmente. El agonista de Tie2 se puede administrar
antes que el agente antiviral o el agente antiviral se puede administrar antes que el agonista de Tie2. En una
realizacion, el agonista de Tie2 se usa o administra aproximadamente o al menos 24 horas después del agente
antiviral. En otra realizacion, el agonista de Tie2 se usa o administra aproximadamente o al menos 48 horas después
del agente antiviral. En otra realizacion mas, el agonista de Tie2 se usa o administra aproximadamente o al menos
72 horas después del agente antiviral.

En una realizacion, la gripe es gripe humana.

La presente descripcion también proporciona una composicion que comprende (a) un agonista de Tie2 y (b) un
agente antiviral. Opcionalmente, la composicion comprende ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La presente descripcion también proporciona un kit que comprende (a) un agonista de Tie2 y (b) un agente antiviral.
En una realizacion, el kit comprende ademas instrucciones de uso para tratar la gripe en un animal o célula que lo
necesita.

En una realizacion, el agente antiviral es un inhibidor de un virus de la gripe. En otra realizacion, el agente antiviral
es amantadina, rimantadina, zanamivir, peramivir, viramidina, ribavirina u oseltamivir (también conocido como
Tamiflu®). En otra realizacion, el agente antiviral es oseltamivir (Tamiflu®).

En una realizacion, el agonista de Tie2 es un agente de unidn y/o activacion. En una realizacion, el agonista de Tie2
se une al receptor Tie2 directamente y, por lo tanto, es un agente de unién y activacion de Tie2. En otra realizacion,
el agonista de Tie2 activa el receptor Tie2 indirectamente y, por lo tanto, es un agente de activacion de Tie2.

En una realizacién, el agonista de Tie2 comprende una angiopoyetina-1 o un acido nucleico que codifica la
angiopoyetina-1. En otra realizacién, el agonista de Tie2 comprende un inhibidor de la angiopoyetina-2, tal como un
anticuerpo bloqueante o pepticuerpo contra la angiopoyetina-2 o un acido nucleico antiparalelo contra la
angiopoyetina-2.

En otra realizacion, el agonista de Tie2 comprende una forma multimérica de un monémero peptidico de union a Tie2.

La forma multimérica puede ser, por ejemplo, un dimero, tetramero o una forma multimérica que comprende seis,
ocho, diez o doce unidades del monémero. En otra realizacién, la forma multimérica comprende un nimero impar de
unidades, tales como tres, cinco, siete, nueve u once unidades.

En otra realizacién mas, el monémero peptidico de unién a Tie2 comprende una estructura: A-B-C, en donde A
comprende un péptido de unién a Tie2, B comprende un espaciador y C comprende un grupo de multimerizacién, en
donde C tiene afinidad por D, un agente multimérico que comprende muiltiples sitios de unién para C. Por ejemplo, el
agente multimérico D puede tener cuatro sitios de unién para el grupo C de multimerizacién de modo que se forma
un tetramero cuando cuatro monomeros peptidicos de union a Tie2, A-B-C, interaccionan con el agente multimérico
D. En una realizacion, C comprende un grupo biotina y D comprende un agente seleccionado del grupo que consiste
en avidina, estreptavidina y neutravidina. En ofra realizacion mas, B comprende polietilenglicol (PEG).

En una realizaciéon adicional, el mondmero peptidico de unién a Tie2 comprende una estructura: A-B, en donde A
comprende un péptido de unién a Tie2 y B comprende un espaciador comun, en donde la forma multimérica se crea
por enlace covalente de multiples péptidos de unién a Tie2 a través del espaciador comun B. En una realizacion, B
comprende polietilenglicol (PEG).

Los péptidos de union a Tie2 para usar en los mondémeros incluyen, pero no se limitan a, un péptido T7 como se
muestra en las SEQ ID NO: 1 0 2, un péptido GA3 como se muestra en las SEQ ID NO: 3 o 4, un péptido T6 como
se muestra en las SEQ ID NO: 7 u 8 o un péptido T8 como se muestra en las SEQ ID NO: 5 o0 6. En una realizacion
alternativa, el péptido de unién a Tie2 es un péptido T4 como se muestra en las SEQ ID NO: 9 o 10.

En otra realizacion, la forma multimérica es un dimero, que comprende: (a) una primera cadena peptidica; (b) una
segunda cadena peptidica; y (c) un resto de unién que conecta dichas cadenas peptidicas primera y segunda, en
donde dicho dimero peptidico se une y activa el receptor Tie2. En una realizacion, la primera cadena peptidica es un
péptido T7 (SEQ ID NO: 1 o 2) y/o la segunda cadena peptidica es un péptido T7 (SEQ ID NO: 1 o 2).
Opcionalmente, el resto de unién comprende uno o mas polimeros solubles en agua unidos covalentemente a la
primera cadena peptidica y la segunda cadena peptidica. El uno o mas polimeros solubles en agua pueden ser
polimeros lineales. En una realizacion, el polimero soluble en agua es un polietilenglicol (PEG), que opcionalmente
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tiene un peso molecular en el intervalo de aproximadamente 3 000 Daltons a 50 000 Daltons o aproximadamente 3
000 Daltons a 20 000 Daltons. En diversas realizaciones, el PEG tiene un peso molecular de aproximadamente 3
000, aproximadamente 3 400, aproximadamente 5 000, aproximadamente 10 000, aproximadamente 15 000,
aproximadamente 20 000, aproximadamente 25 000, aproximadamente 30 000 o aproximadamente 40 000 Daltons.

En otra realizacion mas, la forma multimérica comprende un tetramero peptidico, que comprende: (a) una primera
cadena peptidica; (b) una segunda cadena peptidica; (c) una tercera cadena peptidica; (d) una cuarta cadena
peptidica; y (e) un resto de unién que conecta dichas cadenas peptidicas primera, segunda, tercera y cuarta, en
donde dicho tetramero peptidico se une y activa el receptor Tie2. Opcionalmente, la primera, segunda, tercera y
cuarta cadenas peptidicas son péptidos T7 (SEQ ID NO: 1 o 2). El resto de unién puede comprender uno o mas
polimeros solubles en agua unidos covalentemente a la primera, segunda, tercera y cuarta cadenas peptidicas. En
una realizacion, el polimero soluble en agua es un polimero soluble en agua de cadena ramificada, tal como PEG. El
PEG ramificado puede tener un peso molecular en un intervalo de aproximadamente 3 000 Daltons a
aproximadamente 50 000 Daltons o de aproximadamente 3 000 Daltons a aproximadamente 20 000 Daltons. En
diversas realizaciones, el PEG tiene un peso molecular de aproximadamente 3 000, aproximadamente 3 400,
aproximadamente 5 000, aproximadamente 10 000, aproximadamente 15 000, aproximadamente 20 000,
aproximadamente 25 000, aproximadamente 30 000 o aproximadamente 40 000 Daltons.

Las formas multiméricas descritas en el presente documento presentan actividad agonista de Tie2. Por ejemplo, la
forma multimérica estimula la fosforilacion de Tie2 o estimula la fosforilacion de MAPK, AKT y eNOS.

En una realizacion particular, la forma multimérica es un tetramero y el monémero peptidico de union a Tie2
comprende una estructura: A-B-C, en donde:

A comprende un péptido de unién a Tie2 seleccionado de un péptido T7 (SEQ ID NO: 1 0 2) y un péptido GA3
(SEQ ID NO: 3 0 4);

B comprende un espaciador de polietilenglicol; y
C comprende un grupo de biotina,

en donde cuatro copias de A-B-C estan asociadas con un agente tetramero, D, para crear la forma de tetramero,
seleccionandose el agente tetramero, D, del grupo que consiste en avidina, estreptavidina y neutravidina.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente descripcion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion
detallada. Sin embargo, debe entenderse que la descripcion detallada y los ejemplos especificos al tiempo que
indican realizaciones de la descripcion se dan solo a modo de ilustracion.

Breve descripcion de los dibujos
La descripcion se describira ahora en relacion con los dibujos en los que:

La Figura 1 muestra (A) la histologia (HyE) de un pulmén no infectado con un haz broncovascular normal y alvéolos
circundantes; (B) un pulmon infectado (3 dias después de infeccion) que muestra bronquiolitis, peribronquiolitis con
inflamacion intersticial focal y septos alveolares congestionados; (C) una vista de mayor potencia del pulmoén
infectado de (B) que muestra una marcada marginacion de las células inflamatorias y cambio reactivo del endotelio
(flechas), asi como también restos necréticos dentro de la luz bronquiolar; (D) el efecto de la gripe en el peso del
raton. Se inoculd a ratones C57BI/6 por via intranasal gripe X31 (128 unidades de hemaglutinina (HAU)) o solucion
salina y se pesaron diariamente; y (E) la fuga microvascular pulmonar depende de la dosis. Los ratones se
infectaron por via intranasal con 64 o 128 HAU de gripe y se midié la fuga vascular pulmonar por la fuga de
colorante azul de Evans el dia 4 (p <0.01 por ANOVA).

La figura 2 muestra que el péptido agonista de Tie2 Vasculotida (VT) prolonga la supervivencia en la gripe grave.
Ratones C57BI/6 se infectaron por via intranasal con 128 HAU de gripe y recibieron VT (400 ng) o vehiculo por via
intraperitoneal (IP) en el momento de la infeccién y diariamente. Los datos son de 2 experimentos con 18 ratones, *p
= 0.0131 por prueba de log-rank.

La Figura 3 muestra que (A) el péptido agonista de Tie2 Vasculotida (VT) aumenta la supervivencia en la gripe grave
incluso si la administracion se retrasa, al contrario de lo que cabria esperar a partir de la bibliografia donde la
eficacia disminuye si se administra de manera retardada. Esto tiene una relevancia clinica particular ya que a
menudo se desconoce el momento preciso del inicio de la infeccion (exposicion al virus). Ratones C57BI/6 se
infectaron por via intranasal con 64 HAU de la gripe (la mitad de la dosis utilizada en la Figura 2) y recibieron VT
(400 ng) o vehiculo por via intraperitoneal (IP) empezando (VTO0) en el momento de la infeccion o 24-72 horas
después (VT24, VT48, VT72) y después diariamente. Los numeros entre paréntesis indican el nimero de ratones en
cada grupo. Los datos provienen de 2 experimentos con 25 ratones, *p = 0.0004 por prueba de log-rank para todas
las curvas; p = 0.0113 para VTO frente a gripe sola; p = 0.0029 para VT24 frente a gripe sola; p = 0.0029 para VT48
frente a gripe sola; p = 0.0113 para VT72 frente a gripe sola; y (B) VT disminuye la hipotermia inducida por la gripe,
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incluso si se administra con retraso. ANOVA de una via con prueba posterior de Bonferroni p = 0.0117; p <0.05 para
la gripe sola en comparacion con VT0, VT24 y VT72.

La Figura 4 muestra el efecto de Vasculotida en el edema pulmonar. La vasculotida (400 ng, IP diariamente) reduce
la fuga microvascular pulmonar segun se mide por la relacion humedo/seco el dia 3 después de la infeccion, p =
0.0005 por ANOVA de una via y p <0.05 para gripe frente a gripe/VT y control frente a gripe por prueba de
comparaciones multiples de Bonferonni. n = 18 ratones de 2 experimentos.

La Figura 5 muestra que la Vasculotida (400 ng IP, diariamente) aumenta la supervivencia del ratén cuando se
administra simultdneamente con el farmaco antiviral amantadina (Amant; 46 mg/kg/dia en 3 dosis divididas). *p =
0.02 por prueba de log-rank (Mantel-Cox), n = 12 ratones de 1 experimento. Los ratones fueron infectados con 128
HAU de la gripe.

La Figura 6 muestra que (A) la Vasculotida (400 ng IP, diariamente) aumenta la supervivencia del ratén cuando se
administra con el farmaco antiviral amantadina (Amant; 46 mg/kg/dia en 3 dosis divididas) incluso si se administraba
VT 24-72 horas después (VT24, VT48, VT72; los numeros entre paréntesis indican el nimero de ratones por grupo).
*p <0,0001 por prueba de log-rank (Mantel-Cox), n = 30 ratones de 3 experimentos. P = 0.03 para Amant frente a
VT48/Amant, p = 0.01 para Amant frente a VT72/Amant; Estos datos (y los de la Figura 5) demuestran que la VT no
disminuye la eficacia de los farmacos antivirales y que, por lo tanto, la VT podria administrarse de manera segura
junto con farmacos antivirales. Los ratones se infectaron con 64 HAU de gripe, la mitad de la dosis utilizada en la
Figura 5. (B) (linea de base) y (C) (dia 4) muestran que la VT mejora significativamente la oxigenacion incluso si se
administra 24-72 horas después de infecciéon; p <0.0001 por ANOVA de una via con la prueba de comparaciones
multiples de Bonferroni. P <0.05 para Amant frente a VT24/Amant; p <0.05 para Amant frente a VT48/Amant, p
<0.05 para Amant frente a VT72/Amant. (D) VT tiende a prevenir la hipotermia inducida por la gripe; p = 0.06 por
ANOVA de una via con la prueba de Tukey. (E) VT disminuye la pérdida de peso inducida por la gripe, incluso si se
administra 48 horas después de infeccion; p = 0.0158 por ANOVA de una via; p <0.05 para VT48/Amant frente a
Amant sola.

La Figura 7 muestra que los efectos beneficiosos de la Vasculotida son mediados por la accién sobre el endotelio y
no se deben a una replicacion viral alterada. (A) Las unidades formadoras de placa viral se midieron 4 dias después
de la infeccion de homogeneizados de pulmén de raton (n = 3 por grupo) y se corrigieron por peso pulmonar; los
ratones recibieron 400 ng de Vasculotide (o vehiculo) IP diariamente. (B) Se afiadié virus de la gripe al endotelio
microvascular pulmonar humano primario durante 1 hora, después las células se lavaron para eliminar el virus no
internalizado. Luego se afiadié Vasculotida (2 ng/ml). La replicacion viral se cuantificé por gPCR para la proteina M1
del virus de la gripe A después de 24 horas usando ARN 18S como referencia. Los resultados son medias y DE de 3
experimentos. (C) El beneficio de la Vasculotida no se debe a una quimiotaxis de leucocitos alterada. Los monocitos
humanos (THP-1) se incubaron con 2 ng/ml de VT o vehiculo, después se permiti6 que migraran a través de un
Transwell en respuesta a ATP (10 uM). Se conté el nimero de células migradas. Se obtuvieron resultados similares
con monocitos J774 de raton. (D) La Vasculotida tampoco tiene efecto sobre la quimiotaxis de neutrdfilos. Se realizé
el mismo experimento que en la Figura 5C, pero utilizando neutréfilos humanos expuestos al péptido formil-Metionil-
Leucil-Fenilalanina 10 nM (fMLP).

La Figura 8 muestra que la infecciéon previa con gripe conduce a una permeabilidad endotelial sinérgica tras la
exposicion a S. aureus que es independiente de la polaridad endotelial. (A) El endotelio microvascular pulmonar
humano sembrado sobre Transwell se infectd con virus de la gripe con una multiplicidad de infeccion (MOI) de 0.1.
16 horas después, se afadio S. aureus (107 ufc/ml) inactivada por calor durante 24 horas y se midié la permeabilidad
a la fluoresceina-Na (1 ug/ml). (B) El efecto de aumentar el intervalo de tiempo entre la gripe y S. aureus: se ahadioé
S. aureus 16-72 horas después del virus de la gripe y se midid la resistencia eléctrica transendotelial (TEER) 24
horas mas tarde. En cada tiempo de medicion, la infeccidon secuencial por virus de la gripe y S. aureus indujo una
marcada pérdida de integridad de la barrera que es mayor que la suma debida a cualquier infeccion sola. Los datos
son medias y DE de 3 experimentos independientes. (C) Células tratadas como en (B) pero las células se infectaron
con virus de la gripe, MOI 1.0, 24 horas. Todavia se produce aumento de la fuga después de S. aureus. (D) Todavia
se produce cebado después de infeccion basolateral del endotelio. Las células se trataron como en (C), pero las
células se infectaron con virus de la gripe en la membrana basal durante 24 horas. (E) El cebado es especifico del
orden: se afadio primero S. aureus inactivada por calor al endotelio durante 24 horas, seguido del virus de la gripe
(MOI 0.1) durante 24 horas. La infeccion con bacterias primero seguida por el virus no induce una fuga mayor. (F) El
virus de la gripe no aumenta la unién/internalizacién de S. aureus. El endotelio pulmonar se infectd con virus de la
gripe (MOI 1) durante 24 horas, después se afiadieron 107 ufc/ml de S. aureus. Después de 40 minutos, las células
se lavaron 3 veces para eliminar las bacterias no unidas o no internalizadas. Luego se lisaron las células y se
sembraron en placa bacterias adherentes e internalizadas.

La Figura 9 muestra (A) que la Vasculotida previene la permeabilidad endotelial inducida por cebado in vitro.
Endotelio pulmonar humano infectado con gripe (MOI 0.1) durante 24 horas seguido de S. aureus con o sin 2 ng/ml
de Vasculotida. La resistencia eléctrica transendotelial (TEER) se midié 24 horas después y se comparé con el valor
basal. (B) Vasculotida previene la fuga vascular inducida por cebado in vivo. Edema pulmonar (relacion pulmén
himedo/seco) después de infeccion de ratones C57/BL6 con virus de la gripe (32HAU) seguido 3 dias después por
inyeccion en la vena de la cola de S. aureus (estafilococo) inactivada por calor. 12 horas después, los ratones se
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sacrificaron y se midié el edema pulmonar. En un grupo de ratones, se administré VT (400 ng) 4 horas antes de S.
aureus. N = 11 de un experimento; p <0.05 para gripe/estafilococo frente a gripe sola y para gripe/estafilococo/VT
frente a gripe/estafilococo. (C) La vasculotida atenua la escision de caspasa-3 causada por infeccion secuencial. Se
muestran transferencias Western para caspasa-3 escindida en células infectadas con gripe (MOI 0.1) durante 24
horas seguido de S. aureus con o sin 2 ng/ml de Vasculotida. Beta-actina era el control de carga.

Descripcion detallada de la descripcion

Los autores de la presente invencion han demostrado que la administraciéon de una forma multimérica de un péptido
de unién a Tie2 llamado "Vasculotida" puede aumentar la supervivencia en un modelo de ratén de neumonia viral
primaria y lesién pulmonar aguda, y aumentar la supervivencia cuando se coadministra con un farmaco antiviral. Los
autores de la invencion también han demostrado que la infeccion en dosis baja por virus de la gripe predispone al
endotelio pulmonar a una mayor fuga tras la exposicion posterior a bacterias, un fenédmeno conocido como cebado y
que la Vasculotida puede anular esta fuga inducida por cebado.

Definiciones:

Como se usa en el presente documento, el término "Vasculotida" se refiere a un péptido tetramero que se une y
activa el receptor Tie2. La Vasculotida comprende: (a) una primera cadena peptidica; (b) una segunda cadena
peptidica; (c) una tercera cadena peptidica; (d) una cuarta cadena peptidica; y (e) un resto de conexién que conecta
dichas cadenas peptidicas primera, segunda, tercera y cuarta, en donde las cadenas peptidicas primera, segunda,
tercera y cuarta son péptidos T7 y el resto de unidon es PEG de 10 000 Dalton. Se encuentran mas detalles sobre la
preparacion de Vasculotida en los Ejemplos. En otra realizacion, el acido mercaptopropidnico reemplaza a la
cisteina.

Como se usa en el presente documento, el término "Tie2" se refiere a un receptor de proteina tirosina quinasa que
es expresado casi exclusivamente en células endoteliales y progenitoras y que también se conoce en la técnica
como TEK, p140 TEK, CD202B y VMCM. El término "Tie2" pretende abarcar el receptor de cualquier especie que
exprese este receptor. En una realizacion, Tie2 es un Tie2 humano. EIl ARNm y las secuencias de proteinas de Tie2
humano se exponen en los nimeros de acceso de GenBank NM_000459 y NP_000450, respectivamente.

Como se usa en el presente documento, el término "angiopoyetina" se pretende que se refiera a una cualquiera de
una familia de factores de crecimiento de proteinas conocidos como ligandos para Tie2, que incluyen angiopoyetina
1 (o Ang1), angiopoyetina 2 (o Ang2), angiopoyetina 3 (o Ang 3) y angiopoyetina 4 (0 Ang 4). El término
"angiopoyetina" pretende abarcar el factor de crecimiento de cualquier especie que exprese el factor de crecimiento,
opcionalmente miembros de la familia de angiopoyetinas humanas. EI ARNm y las secuencias de proteinas de Ang
1 humana se exponen en los numeros de acceso de GenBank NM_001146 y NP_001137, respectivamente. El
ARNm y las secuencias de proteinas de Ang 2 humana se exponen en los numeros de acceso de GenBank
NM_001147 y NP_001138, respectivamente. El ARNm y las secuencias de proteinas de Ang 4 humano se exponen
en los nimeros de acceso de GenBank NM_015985 y NP_057069, respectivamente.

Como se usa en el presente documento, el término "MAPK" se pretende que se refiera a la proteina quinasa
activada por mitégeno, también conocida como ERK o quinasa regulada por sefiales extracelulares, una quinasa
intracelular que es fosforilada tras la activacion de Tie2. El término "MAPK" pretende abarcar la quinasa de cualquier
especie que exprese la quinasa, opcionalmente MAPK humana. EI ARNm y las secuencias de proteinas de MAPK
humano se exponen en los nimeros de acceso de GenBank NM_002736 y NP_002745, respectivamente.

Como se usa en el presente documento, el término "AKT" se pretende que se refiera a una proteina quinasa también
conocida como homologo del oncogeén viral del timoma murino v-akt, una quinasa intracelular que es fosforilada tras
la activacion de Tie2. El término "AKT" pretende abarcar la quinasa de cualquier especie que exprese la quinasa,
opcionalmente AKT humana. El ARNm y las secuencias de proteinas de AKT humano se exponen en los numeros
de acceso de GenBank NM_001014431 y NP_001014431, respectivamente.

Como se usa en el presente documento, el término "eNOS" se refiere a la déxido nitrico sintetasa de células
endoteliales, también conocida como NOS 3, NOS Ill o ECNOS, una enzima intracelular que es fosforilada tras la
activacion de Tie2. El término "eNOS" pretende abarcar la enzima de cualquier especie que exprese la enzima,
opcionalmente eNOS humano. EIl ARNm vy las secuencias de proteinas de eNOS humana se exponen en los
numeros de acceso de GenBank NM_000603 y NP_000594, respectivamente.

Como se usa en el presente documento, la expresion "péptido de union a Tie2" pretende abarcar péptidos de al
menos cuatro aminoacidos de longitud y, opcionalmente, no mas de 100 aminoacidos de longitud que tengan
afinidad de unioén por Tie2. Ademas, la expresion "péptido de unién a Tie2" pretende abarcar péptidos compuestos
en su totalidad o en parte de L-aminoacidos, péptidos compuestos en su totalidad o en parte de D-aminoacidos y
péptidos compuestos tanto de L- como de D-aminoacidos. Aun mas, la expresion "péptido de unién a Tie2" pretende
abarcar péptidos compuestos en su totalidad o en parte de los 20 restos de aminoacidos naturales, péptidos
compuestos en su totalidad o en parte de restos de aminoacidos no naturales y péptidos compuestos de restos de
aminoacidos tanto naturales como no naturales.
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Como se usa en el presente documento, la expresién "mondmero peptidico de unién a Tie2" se pretende que se
refiera a una sola unidad de un compuesto peptidico de unién a Tie2. El compuesto peptidico de unién a Tie2, o
monomero, comprende el péptido de unidn a Tie2, y puede comprender otros restos quimicos (p. €j., espaciadores,
grupos de multimerizacion y similares), pero el mondmero peptidico de union a Tie2 comprende solo una copia (0
unidad) del péptido de union a Tie2 y, por lo tanto, tiene una valencia Unica para el receptor Tie2.

Como se usa en el presente documento, el término "péptido" también puede referirse a proteinas.

Como se usa en el presente documento, el término "forma multimérica" de un monémero peptidico de unién a Tie2
pretende referirse a formas que contienen mas de una unidad del monémero peptidico de unién a Tie2 de manera
que la forma multimérica (p. €j., dimero, tetramero y similares) comprende mas de una copia (o unidad) del péptido
de unién a Tie2 y, por lo tanto, tiene multivalencia para el receptor Tie2. En una realizaciéon particular, la forma
multimérica es un tetramero. Las formas multiméricas de péptidos de unién a Tie2 se han descrito previamente en el
documento WO 2008/049227.

Como se usa en el presente documento, la expresion "alta afinidad", como se usa con respecto a la unién de un
péptido de union a Tie2 al receptor Tie2, se pretende que signifique la union del péptido al receptor con Ky de
aproximadamente 10* M o menos, 10 M o menos, o 10°° M o menos.

Como se usa en el presente documento, el término "agonista de Tie2" se refiere a un agente que lleva a cabo la
biologia consistente con la sefalizacion del receptor Tie2, por ejemplo, un agente que es capaz de estimular,
mejorar, aumentar o regular por aumento la actividad y/o estabilidad del receptor Tie2, medido por cualquier método,
técnica, sefal, detector o indicador que se sabe en la técnica que es indicativo de la biologia del receptor Tie2. Los
ejemplos no limitantes de indicadores de actividad de Tie2 incluyen la fosforilacion de Tie2 humano en el resto de
aminoacido Y897, Y992, Y1048, Y1102, Y1108 o Y1113, o en el aminoacido Y1100, Y1106 o Y1106, 1111 del Tie2
de ratdn, o la fosforilacion de uno o mas de MAPK, AKT y eNOS.

Métodos y Usos

Los autores de la presente invencion han demostrado que la administraciéon de una forma multimérica de un péptido
de unién a Tie2 llamado Vasculotida, puede aumentar la supervivencia en un modelo de ratén de neumonia viral
primaria y lesién pulmonar aguda.

Por consiguiente, la presente descripcion proporciona un agonista de Tie2 para usar en un método de tratamiento de
un animal o célula infectada con gripe que comprende administrar un agonista de Tie2. La descripcion también
proporciona el uso de un agonista de Tie2 para tratar un animal o célula infectada con gripe. También se
proporciona el uso de un agonista de Tie2 en la preparacion de un medicamento para tratar un animal o célula
infectada con gripe. Ademas se proporciona un agonista de Tie2 para su uso en el tratamiento de un animal o célula
infectada con gripe.

La presente descripcién también proporciona un agonista de Tie2 para usar en un método para aumentar la
supervivencia y/o disminuir la mortalidad en un animal o célula infectada con gripe que comprende administrar un
agonista de Tie2. La descripcion también proporciona el uso de un agonista de Tie2 para aumentar la supervivencia
y/o disminuir la mortalidad en un animal o célula infectada con gripe. También se proporciona el uso de un agonista
de Tie2 en la preparacién de un medicamento para aumentar la supervivencia y/o disminuir la mortalidad en un
animal o célula infectada con gripe. Ademas se proporciona un agonista de Tie2 para usar en el aumento de la
supervivencia y/o disminucion de la mortalidad en un animal o célula infectada con gripe.

Los autores de la presente invencion también han mostrado que el virus de la gripe induce fuga endotelial pulmonar,
en contraste con el consenso cientifico tradicional en el que el virus de la gripe afecta solo el epitelio, y que esto es
un determinante de la mortalidad por infecciones pulmonares. Los autores de la invencién han mostrado ademas
que la Vasculotida reduce la fuga microvascular pulmonar de la gripe o las complicaciones derivadas de la gripe.

Por consiguiente, la presente descripcion también proporciona un agonista de Tie2 para usar en un método para
disminuir la fuga endotelial pulmonar en un animal o célula infectada con gripe que comprende administrar un
agonista de Tie2. La descripcion también proporciona el uso de un agonista de Tie2 para disminuir la fuga endotelial
en un animal o célula infectada con gripe. También se proporciona el uso de un agonista de Tie2 en la preparacion
de un medicamento para disminuir la fuga endotelial en un animal o célula infectada con gripe. Ademas se
proporciona un agonista de Tie2 para usar en la disminucion de la fuga endotelial en un animal o célula infectada
con gripe.

Como se usa en el presente documento, el término "gripe" se refiere a una enfermedad infecciosa causada por virus
ARN de la familia Orthomyxoviridae. El término gripe también se refiere a neumonia viral primaria. En una
realizacion, la gripe es una enfermedad causada por un virus de la gripe humana. Los virus de la gripe humana se
pueden distinguir de los virus de la gripe aviar (por ejemplo, gripe aviar H5N1) por la falta de ciertos aminoacidos
basicos en sus moléculas de hemaglutinina; esto limita la escision a proteasas similares a tripsina que estan
contenidas dentro del tracto respiratorio. Por lo tanto, la gripe humana infecta principalmente el epitelio respiratorio,
lo que conduce lesion epitelial, apoptosis y descamacion (Kuiken y Taubenberger, 2008). En contraste, los virus de
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la gripe aviar pueden replicarse fuera del tracto respiratorio y dirigirse a células endoteliales. Los virus de la gripe
humana también se pueden distinguir de los virus de la gripe aviar basandose en que los virus de la gripe humana
se pueden transmitir de un ser humano a otro, pero los virus de la gripe aviar no se pueden transmitir de un ser
humano a otro. Los ejemplos no limitantes de virus de la gripe humana incluyen los siguientes: H1N1, H3N2, H2N2 y
H1N2.

Como se usa en el presente documento, la expresion "fuga endotelial pulmonar" se refiere a una pérdida de
integridad de la barrera o una mayor permeabilidad del endotelio microvascular pulmonar. La expresién "disminucion
de la fuga endotelial pulmonar" se refiere a una disminucion de la fuga endotelial pulmonar de al menos 5, 10, 15,
25, 50, 75 0 100% en comparacion con un control que no se trata mediante los métodos y usos descritos en este
documento. En una realizacion, la fuga endotelial pulmonar se mide por la resistencia eléctrica transendotelial
(TEER) o fluorescencia de un compuesto marcado con fluoresceina tal como dextrano. La expresion "disminucion de
la fuga endotelial pulmonar" también se refiere a una disminucion en la permeabilidad del endotelio microvascular
pulmonar de al menos 5, 10, 15, 25, 50, 75 o0 100% en comparacion con un control que no se trata por los métodos y
usos descritos en este documento.

Los autores de la presente invencién también han mostrado que la infeccion en dosis baja con gripe predispone al
endotelio pulmonar a una mayor fuga tras la exposicion posterior a bacterias, un fenédmeno conocido como cebado, y
que la Vasculotida es capaz de anular esta fuga inducida por cebado.

Por consiguiente, la presente descripcion también proporciona un agonista de Tie2 para usar en un método de
tratamiento de una sobreinfecciéon bacteriana asociada con la gripe en un animal o célula que lo necesite, que
comprende administrar un agonista de Tie2. La descripcion también proporciona el uso de un agonista de Tie2 para
tratar una sobreinfeccion bacteriana asociada con la gripe en un animal o célula que lo necesite. También se
proporciona el uso de un agonista de Tie2 en la preparaciéon de un medicamento para tratar una sobreinfeccion
bacteriana asociada con la gripe en un animal o célula que lo necesite. Ademas se proporciona un agonista de Tie2
para usar en el tratamiento de una sobreinfeccion bacteriana asociada con la gripe en un animal o célula que lo
necesite.

La presente descripcién también proporciona un agonista de Tie2 para usar en un método para aumentar la
supervivencia y/o disminuir la mortalidad en un animal o célula con una sobreinfecciéon bacteriana asociada con la
gripe, que comprende administrar un agonista de Tie2. La descripcion también proporciona el uso de un agonista de
Tie2 para aumentar la supervivencia y/o disminuir la mortalidad en un animal o célula con una sobreinfeccion
bacteriana asociada con la gripe. También se proporciona el uso de un agonista de Tie2 en la preparacion de un
medicamento para aumentar la supervivencia y/o disminuir la mortalidad en un animal o célula con una
sobreinfeccion bacteriana asociada con la gripe. Ademas se proporciona un agonista de Tie2 para usar en el
aumento de la supervivencia y/o disminucién de la mortalidad en un animal o célula con una sobreinfeccion
bacteriana asociada con la gripe.

La presente descripcion también proporciona un agonista de Tie2 para usar en un método para disminuir la fuga
endotelial pulmonar en un animal o célula con una sobreinfeccién bacteriana asociada con la gripe, que comprende
administrar un agonista de Tie2. La descripcion también proporciona el uso de un agonista de Tie2 para disminuir la
fuga endotelial pulmonar en un animal o célula con una sobreinfeccién bacteriana asociada con la gripe. También se
proporciona el uso de un agonista de Tie2 en la preparacion de un medicamento para disminuir la fuga endotelial
pulmonar en un animal o célula con una sobreinfeccion bacteriana asociada con la gripe. Ademas se proporciona un
agonista de Tie2 para usar en la disminucion de la fuga endotelial pulmonar en un animal o célula con una
sobreinfeccion bacteriana asociada con la gripe.

Como se usa en el presente documento, la expresion "sobreinfeccién bacteriana" se refiere a una infeccion
bacteriana que surge secundaria o tipicamente después de una infeccion primaria de gripe, que incluye una
infeccion de gripe de dosis baja. Una sobreinfeccion bacteriana también se puede definir como una neumonia que
ocurre simultaneamente con o después de la infeccion de gripe. En una realizacion, la bacteria responsable de la
sobreinfeccion bacteriana es una bacteria Gram positiva tal como Staphylococcus aureus (S. aureus) o
Staphylococcus pneumonia (S. pneumonia). Sin estar limitado por la teoria, se cree que la gripe prepara el endotelio
pulmonar, haciéndolo mas susceptible a las fugas cuando se produce una infeccion bacteriana secundaria. Como
resultado, las sobreinfecciones bacterianas pueden causar lesiones pulmonares graves después de infecciones por
lo demas habituales con la gripe.

Como se usa en el presente documento, la expresion "una sobreinfeccion bacteriana asociada con gripe" se refiere
en una realizacion a una sobreinfecciéon bacteriana que ocurre al mismo tiempo, o simultaneamente con, una
infeccion de gripe. En otra realizacion, la expresion "una sobreinfeccion bacteriana asociada con la gripe" se refiere a
una sobreinfeccion bacteriana que se produce posteriormente a, o después de una infeccién de gripe.

El tratamiento actual con agentes antivirales no es tan efectivo a medida que pasa el tiempo entre el comienzo inicial
de la infeccion y el tratamiento, lo cual es problematico ya que los pacientes no siempre acuden al tratamiento
inmediatamente después de que surgen los sintomas. En contraste con la disminucién de la eficacia del tratamiento
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antiviral, los autores de la presente invencién han demostrado que Vasculotida es efectivo incluso si se administra
de manera retardada.

Por consiguiente, en una realizacion, el agonista de Tie2 se usa o administra aproximadamente o al menos 24 horas
después de la infeccion. En ofra realizacion, el agonista de Tie2 se usa o administra aproximadamente o al menos
48 horas después de la infeccion. En otra realizacién mas, el agonista de Tie2 se usa o administra aproximadamente
o al menos 72 horas después de la infeccion.

Los autores de la presente invencion también han mostrado que el tratamiento con Vasculotida no reduce la eficacia
del tratamiento antiviral y la administracion de un agonista de Tie2, por ejemplo, Vasculotida, en combinacion con un
farmaco antiviral puede aumentar la supervivencia en un modelo de raton de neumonia viral primaria y lesion
pulmonar aguda debida a la gripe. Por consiguiente, la presente descripcion también proporciona un método para
tratar un animal o célula infectada con gripe que comprende administrar (a) un agonista de Tie2 y (b) un agente
antiviral al animal o célula que lo necesita. La descripcion también proporciona el uso de (a) un agonista de Tie2 y
(b) un agente antiviral para tratar un animal o célula infectada con gripe. También se proporciona el uso de (a) un
agonista de Tie2 y (b) un agente antiviral en la preparacién de un medicamento para tratar un animal o célula
infectada con gripe. Ademas se proporciona (a) un agonista de Tie2 y (b) un agente antiviral para usar en el
tratamiento de un animal o célula infectada con gripe.

La presente descripcion también proporciona un agonista de Tie2 para usar en un método para aumentar la
supervivencia y/o disminuir la mortalidad en un animal o célula infectada con gripe, que comprende administrar (a)
un agonista de Tie2 y (b) un agente antiviral. La descripcion también proporciona el uso de (a) un agonista de Tie2 y
(b) un agente antiviral para aumentar la supervivencia y/o disminuir la mortalidad en un animal o célula infectada con
gripe. También se proporciona el uso de (a) un agonista de Tie2 y (b) un agente antiviral en la preparaciéon de un
medicamento para aumentar la supervivencia y/o disminuir la mortalidad en un animal o célula infectada con gripe.
Ademas se proporciona (a) un agonista de Tie2 y (b) un agente antiviral para usar en el aumento de la supervivencia
y/o disminucién de la mortalidad en un animal o célula infectada con gripe.

La presente descripcion también proporciona un agonista de Tie2 para usar en un método para disminuir la fuga
endotelial pulmonar en un animal o célula infectada con gripe, que comprende administrar (a) un agonista de Tie2 y
(b) un agente antiviral. La descripcion también proporciona el uso de (a) un agonista de Tie2 y (b) un agente antiviral
para disminuir la fuga endotelial pulmonar en un animal o célula infectada con gripe. También se proporciona el uso
de (a) un agonista de Tie2 y (b) un agente antiviral en la preparaciéon de un medicamento para disminuir la fuga
endotelial pulmonar en un animal o célula infectada con gripe. Ademas se proporciona (a) un agonista de Tie2 y (b)
un agente antiviral para usar en la disminucién de la fuga endotelial pulmonar en un animal o célula infectada con

gripe.

La expresion "agente antiviral" como se usa en el presente documento se refiere a un farmaco usado para tratar
infecciones virales tales como infecciones por virus de la gripe. En una realizacién, un agente antiviral es un agente
que suprime la capacidad de reproduccion de un virus. Los ejemplos de agentes antivirales incluyen, pero no se
limitan a amantadina, rimantadina, zanamivir, peramivir, viramidina, ribavirina y oseltamivir (también conocido como
Tamiflu®).

El término "tratar o tratamiento" como se usa en el presente documento significa un planteamiento para obtener
resultados beneficiosos o deseados, que incluyen resultados clinicos. Los resultados clinicos beneficiosos o
deseados pueden incluir, pero no se limitan a alivio o mejora de uno o mas sintomas o afecciones, disminucion de la
extension de la enfermedad, estado estabilizado de la enfermedad (es decir, no empeoramiento), prevencion de la
propagacion de la enfermedad, retraso o desaceleracion del avance de la enfermedad, mejoria o paliacion del
estado de la enfermedad y remision (ya sea parcial o total), ya sea detectable o indetectable. Como se usa en el
presente documento, el término "tratar o tratamiento" también incluye prevenir o retrasar una sobreinfeccion
bacteriana secundaria a infeccion viral por gripe. Los ejemplos de resultados beneficiosos del tratamiento de la gripe
incluyen aumentar la supervivencia, disminuir la mortalidad, disminuir la fuga endotelial pulmonar, disminuir la
pérdida de peso y/o prevenir la hipotermia y mejorar la oxigenacion arterial.

La expresion "aumento de la supervivencia”, como se usa en el presente documento, significa aumentar el tiempo
que un animal sobrevive después de la infeccion de gripe y/o sobreinfeccion bacteriana asociada con la gripe. En
una realizacion, la expresion "aumento de la supervivencia" se refiere al menos a un aumento del 5, 10, 25, 50, 75,
100, 200% del periodo de tiempo que un animal sobrevive después de la infeccidon de gripe en comparacion con un
animal que no se trata con los métodos y usos descritos en este documento.

La expresion "disminucion de la mortalidad”, como se usa en el presente documento, significa disminuir la tasa de
mortalidad de un animal o célula con gripe y/o sobreinfeccion bacteriana asociada con la gripe en comparacion con
un animal que no se trata con los métodos y usos descritos en el presente documento. En una realizacion, la tasa de
mortalidad disminuye al menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95% en
comparacion con un animal que no se trata con los métodos y usos descritos en este documento.
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El término "administracion” incluye la administracion de los agentes descritos en este documento a un animal o una
célula in vitro o in vivo.

El término "animal" como se usa en el presente documento incluye a todos los miembros del reino animal, incluidos
seres humanos.

El término "célula" incluye una sola célula, asi como una pluralidad o poblacién de células. La administracién a una
célula incluye la administracion in vitro (o ex vivo) asi como in vivo.

El agonista de Tie2 se puede administrar por cualquier método adecuado, incluyendo por via topica, sistémica, oral,
intranasal o por inhalacion.

El agente antiviral también se puede administrar de cualquier manera adecuada, incluyendo, sin limitacion, por via
tépica, sistémica, oral, intranasal o por inhalacion.

El agonista de Tie2 y el agente antiviral se pueden administrar simultaneamente (al mismo tiempo). En otra
realizacion, el agonista de Tie2 y el agente antiviral también se pueden administrar secuencialmente. El agonista de
Tie2 se puede administrar antes que el agente antiviral o el agente antiviral se puede administrar antes que el
agonista de Tie2. En una realizacion, el agonista de Tie2 se usa o administra aproximadamente o al menos 24 horas
después del agente antiviral. En otra realizacion, el agonista de Tie2 se usa o administra aproximadamente o al
menos 48 horas después del agente antiviral. En otra realizacién mas, el agonista de Tie2 se usa o administra
aproximadamente o al menos 72 horas después del agente antivirico.

La administracion de una "cantidad efectiva" de los agentes descritos en el presente documento se define como una
cantidad efectiva, en dosis y durante los periodos de tiempo necesarios para lograr el resultado deseado. La
cantidad efectiva del agente de union y/o activacion de Tie2 puede variar segun factores tales como el estado de la
enfermedad, edad, sexo y peso del animal. La cantidad efectiva del agente antiviral también puede variar segun
factores tales como el estado de la enfermedad, edad, sexo y peso del animal.

Las pautas posoldgicas se pueden ajustar para proporcionar la respuesta terapéutica 6ptima. Por ejemplo, se
pueden administrar varias dosis divididas diariamente o la dosis se puede reducir proporcionalmente segun lo
indiquen las exigencias de la situacion terapéutica. El modo de administracion (p. ej., in vivo por inyeccién o
aplicacion tépica o ex vivo en cultivo) también afectara a la pauta posologica.

Los métodos y usos descritos en el presente documento incluyen la administracion o el uso del agonista de Tie2 solo
o0 como parte de una composicion farmacéutica que comprende el agonista de Tie2.

En una realizacién, la composicion farmacéutica que comprende el agonista de Tie2 para usar en los métodos y
usos del presente documento comprende ademas un agente antiviral. Opcionalmente, la composicion comprende
ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Dichas composiciones farmacéuticas pueden ser para uso intralesional, intravenoso, tépico, rectal, parenteral, local,
inhalacion, intranasal o subcutaneo, intradérmico, intramuscular, intratecal, transperitoneal, oral e intracerebral. La
composicion puede estar en forma liquida, solida o semisdlida, por ejemplo, pildoras, comprimidos, cremas,
capsulas de gelatina, capsulas, supositorios, capsulas de gelatina blanda, geles, membranas, tubos, soluciones o
suspensiones.

Las composiciones farmacéuticas se pueden preparar por métodos conocidos per se para la preparacion de
composiciones farmacéuticamente aceptables que se pueden administrar a pacientes, y de tal manera que una
cantidad efectiva de la sustancia activa se combine en una mezcla con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
Los vehiculos adecuados se describen, por ejemplo, en Remington's Pharmaceutical Sciences (Remington's
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, Pensilvania, EE.UU. 2003 - 202 edicion) y en The
United States Pharmacopeia: The National Formulary (USP 24 NF19) publicado en 1999.

Sobre esta base, las composiciones farmacéuticas para usar en los métodos y/o usos descritos en el presente
documento incluyen, aunque no exclusivamente, el compuesto o sustancia activa en asociacion con uno o mas
vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables, y contenidos en soluciones tamponadas con un pH adecuado
e isoosmoético con los fluidos fisioldgicos. Las composiciones farmacéuticas pueden contener adicionalmente otros
agentes tales como corticosteroides y moduladores inmunitarios.

Composiciones que comprenden (a) un agonista de Tie2 y (b) un agente antiviral

Los autores de la presente invencion demostraron que la administracion del agonista de Tie2, Vasculotida, en
combinacién con un farmaco antiviral no reduce la eficacia del farmaco antiviral y puede aumentar la supervivencia
en un modelo de ratén de neumonia viral primaria y dafio pulmonar agudo debido a la gripe.

Por consiguiente, la descripcion proporciona una composicion que comprende (a) un agonista de Tie2 como se
describe en este documento y (b) un agente antiviral. Opcionalmente, la composicion comprende ademas un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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El agente antiviral es cualquier agente usado para tratar infecciones virales, tales como infecciones por virus de la
gripe. En una realizacién, un agente antiviral es un agente que suprime la capacidad de reproduccion de un virus de
la gripe. Los ejemplos de agentes antivirales incluyen, pero no se limitan a amantadina, rimantadina, zanamivir,
peramivir, viramidina, ribavirina y oseltamivir (también conocido como Tamiflu®).

Dichas composiciones farmacéuticas pueden ser para uso intralesional, intravenoso, tépico, rectal, parenteral, local,
inhalacidn, intranasal o subcutaneo, intradérmico, intramuscular, intratecal, transperitoneal, oral e intracerebral. La
composicion puede estar en forma liquida, solida o semisdlida, por ejemplo, pildoras, comprimidos, cremas,
capsulas de gelatina, capsulas, supositorios, capsulas de gelatina blanda, geles, membranas, tubos, soluciones o
suspensiones.

Las composiciones farmacéuticas se pueden preparar por métodos conocidos per se para la preparacion de
composiciones farmacéuticamente aceptables que se pueden administrar a pacientes, y de tal manera que una
cantidad efectiva de la sustancia activa se combine en una mezcla con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
Los vehiculos adecuados se describen, por ejemplo, en Remington's Pharmaceutical Sciences (Remington's
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, Pensilvania, EE.UU. 2003 - 202 edicion) y en The
United States Pharmacopeia: The National Formulary (USP 24 NF19) publicado en 1999.

Sobre esta base, las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento incluyen, aunque no
exclusivamente, el compuesto o sustancia activa en asociacion con uno o mas vehiculos o diluyentes
farmacéuticamente aceptables, y contenidos en soluciones tamponadas con un pH adecuado e isoosmético con los
fluidos fisiolégicos. Las composiciones farmacéuticas pueden contener adicionalmente otros agentes tales como
corticosteroides y moduladores inmunitarios.

La descripcion también proporciona un kit que comprende (a) un agonista de Tie2 como se describe en este
documento y (b) un agente antiviral como se describe en este documento.

En una realizacion, el kit comprende ademas un recipiente. En otra realizacion, el kit contiene instrucciones para el
uso del kit para tratar la gripe en un animal o célula que lo necesita y/o para aumentar la supervivencia y/o disminuir
la mortalidad en un animal con gripe. En otras realizaciones, el kit contiene instrucciones para el uso del kit para
tratar una sobreinfeccion bacteriana asociada con la gripe en un animal o célula que lo necesite. En realizaciones
adicionales, el kit proporciona instrucciones para el uso del kit para disminuir la fuga endotelial pulmonar en un
animal con gripe.

El agonista de Tie2 y el agente antiviral del kit son opcionalmente para usar de forma simultanea o secuencial. El
agonista de Tie2 se puede usar antes que el agente antiviral o el agente antiviral se puede usar antes que el
agonista de Tie2.

Agonistas de Tie2 para usar en los métodos, usos, composiciones y kits descritos en este documento
Angiopoyetina-1

El agonista de Tie2 se puede unir y activar el receptor Tie2, es decir, actuar directamente, o puede activar el
receptor Tie2 indirectamente. Como tal, otra denominacion del agonista de Tie2 es agente de union y/o activacion de
Tie2.

En una realizacion, el agonista de Tie2 comprende una proteina angiopoyetina-1 o una variante de la misma. En una
realizacion, la proteina angiopoyetina-1 comprende la secuencia de aminoacidos como se muestra en NP_001137 o
una variante de la misma.

En otra realizacion, el agonista de Tie2 comprende un acido nucleico que codifica una proteina angiopoyetina-1 o
una variante de la misma. En una realizacion, la molécula de acido nucleico de la angiopoyetina-1 comprende la
secuencia de aminoacidos como se muestra en NM_001146 o una variante de la misma. En otra realizacion, el
agonista de Tie2 comprende el dominio de unién al receptor de la angiopoyetina-1.

La expresién "acido nucleico", como se usa en el presente documento, se refiere a una secuencia de monémeros de
nucledtidos o nucledsidos que consiste en bases, azlcares y enlaces entre azicares (cadena principal) de origen
natural. Las secuencias de acido nucleico pueden ser acidos ribonucleicos (ARN) o desoxirribonucleicos (ADN).

El término "variante", como se usa en el presente documento, incluye modificaciones, sustituciones, adiciones,
derivados, analogos, fragmentos, versiones quiméricas o equivalentes quimicos de las secuencias de aminoacidos
de angiopoyetina que realizan sustancialmente la misma funcién que los péptidos de angiopoyetina descritos en el
presente documento sustancialmente de la misma manera. Por ejemplo, las variantes de los péptidos de
angiopoyetina tendrian la misma funcién de poder unirse y activar Tie2 cuando se presentan como una forma
multimérica.

Las variantes también incluyen péptidos con secuencias de aminoacidos que son sustancial o esencialmente
idénticas a las secuencias de angiopoyetina.
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La expresion "sustancialmente idéntico" o "esencialmente idéntico" como se usa en el presente documento significa
una secuencia de aminoacidos que, cuando se alinea de manera 6ptima, por ejemplo usando los métodos descritos
en el presente documento, comparte al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de
identidad de secuencia con una segunda secuencia de aminoacidos.

El término "fragmento de angiopoyetina-1" como se usa en el presente documento significa una porcion del péptido
de angiopoyetina-1 que contiene al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% , 95% o mas de la
longitud total del polipéptido angiopoyetina-1 que se puede unir y/o activar Tie2 cuando se presenta como una forma
multimérica.

El término "homodlogo" significa aquellas secuencias de aminoacidos o acidos nucleicos que tienen variaciones de
secuencia leves o insignificantes de la angiopoyetina-1, es decir, las secuencias funcionan sustancialmente de la
misma manera. Las variaciones pueden ser atribuibles a mutaciones locales o modificaciones estructurales. Las
secuencias que tienen una homologia sustancial incluyen secuencias de acido nucleico que tienen al menos 65%, al
menos 85% o 90-95% de identidad con secuencias de angiopoyetina-1. La identidad de secuencia se puede calcular
de acuerdo con los métodos conocidos en la técnica. La identidad de secuencia del acido nucleico se puede evaluar
mediante el algoritmo de busqueda avanzada BLAST version 2.1. BLAST es una serie de programas que estan
disponibles en linea en hitp://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST. La busqueda de Blast avanzada
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi?Jform=1) esta configurada con los parametros predeterminados. (es
decir, Matrix BLOSUMG62; coste por existencia de hueco 11; coste de hueco por resto 1; relacion Lambda 0.85 por
defecto) Las referencias a la busqueda de BLAST son: Altschul, S.F., Gish, W., Miller, W., Myers, E.W. y Lipman,
D.J. (1990) "Basic local alignment search tool." J. Mol. Biol. 215:403410; Gish, W. y States, D.J. (1993) "Identification
of protein coding regions by database similarity search." Nature Genet. 3:266272; Madden, T.L., Tatusov, R.L. y
Zhang, J. (1996) "Applications of network BLAST server" Meth. Enzymol. 266:131_141; Altschul, S.F., Madden, T.L.,
Schaffer, A.A., Zhang, J., Zhang, Z., Miller, W. y Lipman, D.J. (1997) "Gapped BLAST and PSI_BLAST: a new
generation of protein database search programs." Nucleic Acids Res. 25:33893402; Zhang, J. y Madden, T.L. (1997)
"PowerBLAST: A new network BLAST application for interactive or automated sequence analysis and annotation."
Genome Res. 7:649656.

El término "analogo" significa una secuencia de aminoacidos o de acido nucleico que se ha modificado en
comparacion con las secuencias de angiopoyetina-1 en donde la modificacion no altera la utilidad de la secuencia (p.
€j., como un agente de unién y/o activacion de Tie2) como se describe en el presente documento. La secuencia o
analogo modificado puede tener propiedades mejoradas frente a las secuencias de angiopoyetina-1. Un ejemplo de
una modificacién de acido nucleico para preparar un analogo es sustituir una de las bases naturales (es decir,
adenina, guanina, citosina o timidina) de la secuencia por una base modificada tal como xantina, hipoxantina, 2-
aminoadenina, 6-metil , 2-propil y otras alquil-adeninas, 5-halogeno-uracilo, 5-halogeno-citosina, 6-aza-uracilo, 6-
aza-citosina y 6-aza-timina, pseudouracilo, 4-tiouracilo, 8-halogeno-adenina, 8-aminoadenina, 8-tiol-adenina, 8-
tiolalquil-adeninas, 8-hidroxil-adenina y otras adeninas 8-sustituidas, 8-halogeno-guaninas, 8-amino-guanina, 8-tiol-
guanina, 8-tiolalquil-guaninas, 8-hidroxil-guanina y otras guaninas 8-sustituidas, otros aza- y desaza-uracilos,
timidinas, citosinas, adeninas o guaninas, 5-trifluorometil-uracilo y 5-trifluoro-citosina.

Otro ejemplo de una modificacion es incluir heteroatomos de fésforo u oxigeno modificados en la cadena principal de
fosfato, enlaces entre azucares de alquilo de cadena corta o cicloalquilo o enlaces entre azlcares heteroatémico o
heterociclico de cadena corta en las moléculas de acido nucleico. Por ejemplo, las secuencias de acido nucleico
pueden contener fosforotioatos, fosfotriésteres, metilfosfonatos y fosforoditioatos.

Un ejemplo adicional de un analogo de una molécula de acido nucleico de la descripcion es un acido nucleico
peptidico (PNA) en donde la cadena principal de desoxirribosa (o ribosa)-fosfato en el ADN (o ARN), se sustituye por
una cadena principal de poliamida que es similar a la encontrada en péptidos (P.E. Nielsen et al. Science 1991, 254,
1497). Se ha mostrado que los analogos de PNA son resistentes a la degradacion por enzimas y tienen una vida
prolongada in vivo e in vitro. Los PNA también se unen mas fuerte a una secuencia de ADN complementaria debido
a la falta de repulsion de cargas entre la cadena de PNA y la cadena de ADN. Otros analogos de acido nucleico
pueden contener nucleétidos que contienen cadenas principales de polimeros, cadenas principales ciclicas o
cadenas principales aciclicas. Por ejemplo, los nucledtidos pueden tener estructuras de cadena principal de
morfolino (Patente de Estados Unidos N° 5 034 506). Los analogos también pueden contener grupos tales como
grupos informadores, un grupo para mejorar las propiedades farmacocinéticas o farmacodinamicas de la secuencia
de acido nucleico.

La descripcion también incluye secuencias que hibridan con las secuencias de angiopoyetina-1 o un fragmento de
las mismas y mantienen la propiedad de unirse y activar Tie2 cuando se presenta como una forma multimérica. El
término "secuencia que hibrida" significa una secuencia de acido nucleico que puede hibridar con una secuencia en
condiciones de hibridacién rigurosas. Los expertos en la técnica conocen "condiciones de hibridacion rigurosas”
adecuadas que promueven la hibridacion de ADN, o pueden encontrarse en Current Protocols in Molecular Biology,
John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. La expresién "condiciones de hibridacién rigurosas" como se usa en el
presente documento significa que se seleccionan condiciones que promueven la hibridacion selectiva entre dos
moléculas de acido nucleico complementarias en disolucion. La hibridacién puede ocurrir en toda o una parte de una
secuencia de molécula de acido nucleico. La parte que hibrida tiene al menos un 50% de longitud con respecto a
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una de las secuencias de polinucleétidos que codifican un polipéptido. A este respecto, la estabilidad de un duplex
de acido nucleico, o hibridos, esta determinada por la Tm, que en tampones que contienen sodio es una funcién de
la concentraciéon de iones de sodio, contenido de G/C del acido nucleico marcado, longitud de la sonda de acido
nucleico 1), y temperatura (Tm = 81.5°C - 16.6 (Log10 [Na+]) + 0.41 (%(G+C) - 600/l). En consecuencia, los
parametros en las condiciones de lavado que determinan la estabilidad del hibrido son la concentracién de iones de
sodio y la temperatura. Con el fin de identificar moléculas que son similares, pero no idénticas, a una molécula de
acido nucleico conocida, se puede suponer que un apareamiento erroneo de 1% da como resultado una disminucién
de aproximadamente 1°C en la Tm, por ejemplo, si se buscan moléculas de acido nucleico que tienen una identidad
mayor de 95%, el lavado final se reducira en 5°C. Basandose en estas consideraciones, las condiciones de
hibridacioén rigurosas se definiran como: hibridaciéon en 5 x cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC)/5 x solucion de
Denhardt/SDS al 1.0% a Tm (basado en la ecuacion anterior) - 5°C, seguido de un lavado de 0.2 x SSC/SDS al 0.1%
a 60°C.

La angiopoyetina-1 se puede modificar para contener sustituciones, inserciones y/o eliminaciones de aminoacidos
que no alteran las propiedades de unién y/o activacion de la proteina. Las sustituciones de aminoacidos
conservadas implican sustituir uno o mas aminoacidos de la proteina por aminoacidos de caracteristicas de carga,
tamafio y/o hidrofobicidad similares. Cuando solo se realizan sustituciones conservadas, el analogo resultante
deberia ser funcionalmente equivalente a la angiopoyetina-1. Las sustituciones no conservadas implican sustituir
uno o mas aminoacidos de la proteina conjugada por uno o0 mas aminoacidos que poseen caracteristicas de carga,
tamafio y/o hidrofobicidad diferentes.

La administracion o el uso de un acido nucleico que codifica la angiopoyetina-1 o una variante del mismo incluye la
administracion o el uso de un vector que contiene la molécula de acido nucleico y las secuencias reguladoras
necesarias para la transcripcion y traduccion de la secuencia insertada.

Las secuencias reguladoras adecuadas pueden derivar de una variedad de fuentes, que incluyen genes bacterianos,
fungicos, virales, de mamiferos o de insectos (por ejemplo, ver las secuencias reguladoras descritas en Goeddel,
Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990)). La seleccion
de secuencias reguladoras adecuadas depende de la célula hospedante elegida como se describe a continuacion, y
la puede realizar facilmente un experto en la técnica. Los ejemplos de dichas secuencias reguladoras incluyen: un
promotor de la transcripcion y secuencia potenciadora o de union a la ARN polimerasa, una secuencia de unién al
ribosoma, que incluye una sefal de inicio de traducciéon. Ademas, dependiendo de la célula hospedante elegida y el
vector empleado, se pueden incorporar al vector de expresion otras secuencias, tales como un origen de replicacion,
sitios de restriccion de ADN adicionales, potenciadores y secuencias que confieren inducibilidad de transcripcion.
También se apreciara que las secuencias reguladoras necesarias pueden ser suministradas por las secuencias de
angiopoyetina-1 y/o sus regiones flanqueadoras.

Los vectores de expresion recombinantes utilizados en los métodos y usos descritos en el presente documento
también pueden contener un gen marcador seleccionable que facilita la seleccion de células hospedantes
transformadas o transfectadas con una molécula recombinante descrita en el presente documento. Ejemplos de
genes marcadores seleccionables son los genes que codifican una proteina como G418 y la higromicina que
confieren resistencia a ciertos farmacos, B-galactosidasa, cloranfenicol acetiltransferasa, luciferasa de luciérnaga o
una inmunoglobulina o una parte de la misma, tal como la parte Fc de una inmunoglobulina, opcionalmente la IgG.
La transcripcion del gen marcador seleccionable se controla mediante cambios en la concentraciéon de la proteina
marcadora seleccionable tal como B-gatactosidasa, cloranfenicol acetiltransferasa o luciferasa de luciérnaga. Si el
gen marcador seleccionable codifica una proteina que confiere resistencia a antibiéticos como la resistencia a la
neomicina, las células transformantes se pueden seleccionar con G418. Las células que han incorporado el gen
marcador seleccionable sobreviviran mientras que las otras células mueren. Esto permite visualizar y analizar la
expresion de vectores de expresion recombinantes y, en particular, determinar el efecto de una mutacion en la
expresion y el fenotipo. Se apreciara que los marcadores seleccionables se pueden introducir en un vector separado
del acido nucleico de interés.

Los vectores de expresion recombinantes se pueden introducir en células hospedantes para producir una célula
hospedante transformada. La expresion "célula hospedante transformada" pretende incluir células que se pueden
transformar o transfectar con un vector de expresiéon recombinante de la descripciéon. Los términos "transducido”,
"transformado con", "transfectado con", "transformacion" y "transfeccion" pretenden abarcar la introduccion de acido
nucleico (p. €j., un vector o ARN o ADN desnudo) en una célula mediante una de muchas técnicas posibles
conocidas en la técnica. Las células procariotas se pueden transformar con acido nucleico mediante, por ejemplo,
electroporacion o transformacion mediada por cloruro de calcio. Por ejemplo, el acido nucleico se puede introducir
en las células de mamiferos mediante técnicas convencionales tales como la coprecipitacion con fosfato de calcio o
cloruro de calcio, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, lipofectina, electroporacion, microinyeccion,
transferencia de ARN, transferencia de ADN, cromosomas artificiales, vectores virales y cualquier tecnologia
emergente de transferencia de genes. Se pueden encontrar métodos adecuados para transformar y transfectar
células hospedantes en Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Edicion, Cold Spring Harbor
Laboratory press (1989)) y otros libros de texto de laboratorio.
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Las células hospedantes adecuadas incluyen una amplia variedad de células hospedantes eucariotas y células
procariotas. Por ejemplo, las proteinas se pueden expresar en células de levadura o células de mamifero. Se
pueden encontrar otras células hospedantes adecuadas en Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in
Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1991). Ademas, las proteinas de la descripcion se pueden
expresar en células procariotas, tales como Escherichia coli (Zhang et al., Science 303 (5656): 371-3 (2004)).

Las células de mamifero adecuadas incluyen, entre otras: células 293T, COS (p. ej., ATCC N° CRL 1650 o 1651),
BHK (p. ej. ATCC N° CRL 6281), CHO (ATCC N° CCL 61), HeLa (p. €j., ATCC N° CCL 2), 293 (ATCC N° 1573) y
células NS-1.

Los vectores de expresion adecuados para dirigir la expresion en células de mamifero generalmente incluyen un
promotor (p. €j., derivado de material viral tal como polioma, Adenovirus 2, citomegalovirus y virus de simio 40), asi
como otras secuencias de control transcripcionales y traduccionales. Los ejemplos de vectores de expresion en
mamiferos incluyen pCDM8 (Seed, B., Nature 329: 840 (1987)), pMT2PC (Kaufman et al., EMBO J. 6: 187-195
(1987)) y pCMV (Clontech, California, EE.UU.).

Inhibidores de la angiopoyetina-2

En otra realizacién, el agente activador de Tie2, es decir, el agonista de Tie2, comprende un inhibidor de la
angiopoyetina-2.

Un "inhibidor de la angiopoyetina-2" como se usa en el presente documento incluye cualquier sustancia que sea
capaz de inhibir la expresiéon o actividad de la angiopoyetina-2 y, por lo tanto, incluye sustancias que inhiben la
angiopoyetina-2 o la interaccion de la angiopoyetina-2 con el receptor Tie2. Dichos inhibidores incluyen
opcionalmente moléculas de acido nucleico antiparalelo, ARNip, proteinas, anticuerpos (y fragmentos de los
mismos), aptameros, pepticuerpos, inhibidores moléculas pequefias y otras sustancias. En una realizacion, el
inhibidor es un anticuerpo bloqueante o fragmento del mismo contra la angiopoyetina-2. En otra realizacion, el
inhibidor es un pepticuerpo contra la angiopoyetina-2. En una realizacion, la angiopoyetina-2 tiene la secuencia de
aminoacidos como se muestra en NP_001138. En otra realizacion, el inhibidor es un acido nucleico antiparalelo o un
ARNip contra una molécula de acido nucleico de angiopoyetina-2. En una realizacién, la molécula de acido nucleico
de angiopoyetina-2 tiene la secuencia de acido nucleico como se muestra en NM_001147.

La expresion "acido nucleico antiparalelo” como se usa en el presente documento significa un acido nucleico que se
produce a partir de una secuencia que se invierte en relacion con su presentacién normal para la transcripcion. Las
moléculas de acido nucleico antiparalelo se pueden sintetizar quimicamente usando nucleétidos naturales o
nucleétidos modificados de forma variada disefiados para aumentar la estabilidad biologica de las moléculas o para
aumentar la estabilidad fisica del duplex formado con ARNm o el gen natural, p. €j., derivados de fosforotioato y
nucledtidos sustituidos con acridina. Las secuencias antiparalelas se pueden producir biolégicamente usando un
vector de expresion introducido en las células en forma de un plasmido recombinante, fagémido o virus atenuado en
el que las secuencias antiparalelas se producen bajo el control de una regién reguladora de alta eficiencia, cuya
actividad se puede determinar por el tipo de célula en la que se introduce el vector.

El término "ARNip" se refiere a un ARN inhibidor corto que se puede usar para silenciar la expresion génica de un
gen especifico. EI ARNip puede ser un ARN en horquilla corta (p. ej., ARNhc) que activa una ruta de degradacion
celular dirigida a los ARNm correspondientes al ARNip. Los métodos para disefiar moléculas especificas de ARNip y
administrarlas son conocidas por un experto en la técnica. Se sabe en la técnica que se obtiene un silenciamiento
eficiente con complejos duplex de ARNip emparejados para tener un segmento protuberante 3' de dos nucledtidos.
Se cree que la adicion de dos nucledtidos de timidina afiade resistencia a la nucleasa. Un experto en la materia
reconocera que también se pueden afadir otros nucleétidos.

El término "aptamero”, como se usa en el presente documento, se refiere a cadenas cortas de acidos nucleicos que
pueden adoptar conformaciones tridimensionales altamente especificas. Los aptameros pueden presentar una alta
afinidad y especificidad de union a una molécula objetivo. Estas propiedades permiten que dichas moléculas inhiban
especificamente la actividad funcional de las proteinas. Por lo tanto, en otra realizacion, el inhibidor de Ang2 es un
aptamero que se une e inhibe la actividad de la Ang2.

El término "pepticuerpo” como se usa en el presente documento se refiere a una proteina recombinante que fusiona
una regioén peptidica con la region Fc de la IgG. Por lo tanto, en otra realizacion, el inhibidor de Ang2 es un inhibidor
peptidico de Ang2 fusionado con la region Fc de la IgG.

El término "anticuerpo" como se usa en el presente documento pretende incluir anticuerpos monoclonales,
anticuerpos policlonales y anticuerpos quiméricos. El anticuerpo puede ser de fuentes recombinantes y/o producirse
en animales transgénicos. La expresion "fragmento de anticuerpo” como se usa en el presente documento pretende
incluir, sin limitaciones, Fab, Fab', F(ab')2, scFv, dsFv, ds-scFv, dimeros, minicuerpos, diacuerpos y multimeros de
los mismos, fragmentos de anticuerpos multiespecificos y anticuerpos de dominios. Los anticuerpos se pueden
fragmentar utilizando técnicas convencionales. Por ejemplo, se pueden generar fragmentos F(ab')2 tratando el
anticuerpo con pepsina. El fragmento F(ab')2 resultante se puede tratar para reducir los puentes disulfuro para
producir fragmentos Fab'. La digestion con papaina puede conducir a la formacion de fragmentos Fab. Fab, Fab' y
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F(ab")2, scFv, dsFv, ds-scFv, dimeros, minicuerpos, diacuerpos, fragmentos de anticuerpos biespecificos y otros
fragmentos también se pueden sintetizar mediante técnicas recombinantes.

Se pueden usar métodos convencionales para preparar anticuerpos. Por ejemplo, usando un péptido de
angiopoyetina o Tie2, se pueden hacer antisueros policlonales o anticuerpos monoclonales usando métodos
convencionales. Un mamifero (p. €j., un raton, hamster o conejo) se puede inmunizar con una forma inmunogénica
del péptido que provoca una respuesta de anticuerpos en el mamifero. Las técnicas para conferir inmunogenicidad a
un péptido incluyen la conjugacion con vehiculos u otras técnicas bien conocidas en la técnica. Por ejemplo, el
péptido se puede administrar en presencia de adyuvante. El progreso de la inmunizacion se puede seguir mediante
la deteccion de titulos de anticuerpos en el plasma o suero. Se puede usar ELISA estandar u otros procedimientos
de inmunoanalisis con el inmundégeno como antigeno para evaluar los niveles de anticuerpos. Después de la
inmunizacion, se pueden obtener antisueros y, si se desea, anticuerpos policlonales aislados de los sueros.

Para producir anticuerpos monoclonales, las células productoras de anticuerpos (linfocitos) se pueden recoger de un
animal inmunizado y fusionar con células de mieloma mediante procedimientos estandar de fusion de células
somaticas, inmortalizando asi estas células y produciendo células de hibridoma. Dichas técnicas son bien conocidas
en la técnica (p. €j., la técnica del hibridoma desarrollada originalmente por Kohler y Milstein (Nature 256: 495-497,
1975), asi como ofras técnicas tales como la técnica del hibridoma de células B humanas (Kozbor y Roder,
Immunology Today 4: 3, 72-79, 1983), la técnica del hibridoma de EBV para producir anticuerpos monoclonales
humanos (Cole et al., "The EBV-Hybridoma Technique and its Application to Human Lung Cancer" en "Monoclonal
Antibodies in Cancer Therapy", Allen R. Bliss, Inc. (1985), paginas 77-96) y seleccion de bibliotecas de anticuerpos
combinatorias (Huse et al. Science 246: 4935, 1275-1282, 1989). Las células de hibridoma se pueden seleccionar de
forma inmunoquimica para la produccién de anticuerpos especificamente reactivos con el péptido y los anticuerpos
monoclonales pueden aislarse. Por lo tanto, la descripcidon también contempla células de hibridoma que secretan
anticuerpos monoclonales con especificidad por angiopoyetina-2 o Tie2.

También se contemplan derivados de anticuerpos quiméricos, es decir, moléculas de anticuerpos que combinan una
region variable animal no humana y una region constante humana. Las moléculas de anticuerpos quiméricos pueden
incluir, por ejemplo, el dominio de union al antigeno de un anticuerpo de un ratén, rata u otra especie, con regiones
constantes humanas. Se pueden usar métodos convencionales para hacer anticuerpos quiméricos que contienen la
region variable de inmunoglobulina que reconoce la proteina angiopoyetina-2 o Tie2 (véase, por ejemplo, Morrison et
al. (PNAS 81:21, 6851-6855, 1984) y Takeda et al. (Nature 314: 452-454), y las patentes de Cabilly et al., Patente de
EE.UU. N° 4 816 567; Boss et al., Patente de EE.UU. N° 4 816 397; Tanaguchi et al., Publicacion de Patente
Europea N° EP171496; Publicacion de Patente Europea N° 0173494, patente del Reino Unido GB 2177096B).

Los anticuerpos monoclonales o quiméricos que reaccionan especificamente con angiopoyetina-2 o Tie2 como se
describe en el presente documento se pueden humanizar adicionalmente produciendo quimeras de regiéon constante
humana, en las que partes de las regiones variables, en particular las regiones armazén conservadas del dominio de
union al antigeno, son de origen humano y solo las regiones hipervariables son de origen no humano. Dichas
moléculas de inmunoglobulina se pueden hacer mediante técnicas conocidas en la técnica (p. €j., Teng et al. (1983)
Proc. Natl. Acad. Sci. 80:12, 7308-7312), Kozbor y Roder (1983) Immunology Today 4: 3, 72-79; Olsson et al. (1982)
Métodos en Enzymol. 92, 3-16, Publicacion de Solicitud de Patente PCT N° W(092/06193 y Publicacién de Solicitud
de Patente EP N° 0 239 400). Los anticuerpos humanizados también se pueden producir comercialmente (Scotgen
Limited, 2 Holly Road, Twickenham, Middlesex, Gran Bretaria).

Los anticuerpos especificos, o fragmentos de anticuerpos, reactivos contra la angiopoyetina-2 o Tie2 también se
pueden generar mediante el cribado de bibliotecas de expresion que codifican genes de inmunoglobulina, o partes
de los mismos, expresados en bacterias con péptidos producidos a partir de las moléculas de acido nucleico que
codifican una angiopoyetina-2 o Tie2. Por ejemplo, los fragmentos Fab completos, las regiones VH y las regiones FV
se pueden expresar en bacterias usando bibliotecas de expresion en fagos (véase, por ejemplo, Ward et al. (1989)
Nature 348: 544-546, Huse et al. (1989) Science 246: 4935 , 1275-1282, y McCafferty et al. (1989) Nature 348, 552-
555).

Los anticuerpos también se pueden preparar usando inmunizacién con ADN. Por ejemplo, se puede inyectar un
vector de expresion que contiene un acido nucleico que codifica la angiopoyetina-2 en un animal adecuado tal como
el ratén. Por lo tanto, la proteina sera expresada in vivo y se induciran anticuerpos. Los anticuerpos se pueden aislar
y preparar como se ha descrito antes para la inmunizacién con proteinas.

Los inhibidores de angiopoyetina-2, los péptidos de angiopoyetina-1 o los péptidos de union a Tie2 descritos en el
presente documento también pueden contener o se pueden usar para obtener o disefiar "peptidomiméticos". Por
ejemplo, se puede hacer un peptidomimético para imitar la funcién de un inhibidor de la angiopoyetina-2. Los
"peptidomiméticos" son estructuras que sirven como sustitutos de los péptidos en las interacciones entre moléculas
(véase Morgan et al. (1989), Ann. Reports Med. Chem. 24, 243-252 para una revision). Los peptidomiméticos
incluyen estructuras sintéticas que pueden o no contener aminoacidos y/o enlaces peptidicos, pero conservan las
caracteristicas estructurales y funcionales de la proteina, incluida la unién y/o activacion de Tie2. Los
peptidomiméticos también incluyen peptoides, oligopeptoides (Simon et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. 89, 9367-
9371).
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Los peptidomiméticos se pueden disefiar basandose en la informacién obtenida mediante el reemplazo sistematico
de L-aminoacidos por D-aminoacidos, el reemplazo de cadenas laterales con grupos que tienen diferentes
propiedades electronicas, y mediante el reemplazo sistematico de enlaces peptidicos con reemplazos de enlaces
amida. También se pueden introducir restricciones conformacionales locales para determinar los requisitos
conformacionales para la actividad de un peptidomimético candidato. Los miméticos pueden incluir enlaces amida
isostéricos o D-aminoacidos para estabilizar o promover conformaciones de giro inverso y para ayudar a estabilizar
la molécula. Los analogos de aminoacidos ciclicos se pueden usar para restringir los restos de aminoacidos a
estados conformacionales particulares. Los miméticos también pueden incluir imitaciones de las estructuras
secundarias de las proteinas descritas en el presente documento. Estas estructuras pueden modelar la orientacion
tridimensional de los restos de aminoacidos en las conformaciones secundarias conocidas de proteinas. También se
pueden usar peptoides que son oligdmeros de aminoacidos N-sustituidos y se pueden usar como motivos para la
generacion de bibliotecas quimicamente diversas de moléculas nuevas.

Mondémeros peptidicos de union a Tie2 y formas multiméricas

En ofra realizacion, el agonista de Tie2 es un agente de union y/o activacion para usar en los métodos y usos
descritos en el presente documento y comprende una forma multimérica de un monémero peptidico de union a Tie2
del mismo.

En una realizacion, la forma multimérica comprende un nimero par de unidades del monémero. En otra realizacion,
la forma multimérica es un tetramero. En otra realizacion mas, la forma multimérica es un dimero. En otras
realizaciones mas, la forma multimérica comprende seis, ocho, diez o doce unidades del monémero peptidico de
union a Tie2. Los multimeros de orden superior pueden ser, por ejemplo, copias multiples de un multimero de orden
inferior unidas entre si. Por ejemplo, un octamero podria ser dos tetrameros unidos entre si. En otra realizacion, la
forma multimérica comprende un numero impar de unidades del monémero. Por ejemplo, la forma multimérica
puede ser un trimero o la forma multimérica puede comprender cinco, siete, nueve u once unidades del monémero
peptidico de unién a Tie2. En una realizacion particular, la forma multimérica es un tetramero.

El péptido de uniéon a Tie2 contenido dentro del monémero tiene al menos dos aminoacidos de longitud, tiene al
menos cinco aminoacidos de longitud o tiene al menos siete aminoacidos de longitud. Un intervalo de tamafio
opcional para el péptido es 7-25 aminoacidos de longitud, o 7-15 aminoacidos de longitud. Otros intervalos de
tamafio incluyen 5-30 aminoacidos de longitud, 5-40 aminoacidos de longitud, 5-50 aminoacidos de longitud, 5-60
aminoacidos de longitud, 5-70 aminoacidos de longitud, 5-80 aminoacidos de longitud, 5-90 aminoacidos de longitud
0 5-100 aminoacidos de longitud. Opcionalmente, el péptido no tiene mas de 100 aminoacidos de longitud.

En una realizacion, el péptido de unién a Tie2 dentro del monémero comprende una secuencia de aminoacidos que
esta presente en un ligando de Tie2 natural (p. €j., una angiopoyetina, tal como Ang 1 o Ang 2). Por ejemplo, un
fragmento de una angiopoyetina que retiene la capacidad de unirse a Tie2 se puede usar como el péptido de unién a
Tie2, tal como el dominio similar al fibrinogeno (FLD), también llamado dominio de unién al receptor.
Alternativamente, en otra realizacion, el péptido de unién a Tie2 dentro del monémero comprende una secuencia de
aminoacidos que no esta presente en un ligando de Tie2 natural. Se ha mostrado que se pueden seleccionar
péptidos que tienen secuencias de aminoacidos que difieren de la secuencia primaria de angiopoyetinas que tienen
afinidad por Tie2 (véase, p. €j., Tournaire, R. et al. (2004) EMBO Reports 5, 262-267). Dichos péptidos se pueden
identificar, por ejemplo, mediante cribado de una biblioteca de péptidos presentada en fagos (p. €j., una biblioteca
aleatoria de heptameros) de péptidos que se unen a Tie2 (p. €j., una proteina de fusion Tie2-Fc), con confirmacion
de péptido union a Tie2 mediante cribado del péptido seleccionado para la union a Tie2 usando un ensayo ELISA (p.
€j., como se describe en Tournaire, R. et al. (2004) véase antes).

En una realizacion, el péptido de uniéon a Tie2 usado en el mondmero se une a Tie2 con alta afinidad pero no inhibe
sustancialmente la unién de una angiopoyetina a Tie2. En dicha realizacion, la forma multimérica no compite con las
angiopoyetinas naturales por la unién a Tie2. Por ejemplo, el péptido de unién a Tie2 se une a Tie2 con alta afinidad
pero no inhibe sustancialmente la unién de Ang 1 a Tie2. Ademas o alternativamente, el péptido de unién a Tie2 se
une a Tie2 con alta afinidad pero no inhibe sustancialmente la unién de, por ejemplo, la Ang 2 0 Ang 4 a Tie2.

En una realizacion, el monémero peptidico de unién a Tie2 comprende un péptido T7. En una realizacién, el péptido
T7 comprende una secuencia de aminoacidos: His-His-His-Arg-His-Ser-Phe (SEQ ID NO: 1). En otra realizacion, el
péptido T7 se modifica para tener afiadido en el mismo un resto de cisteina amino terminal y, por lo tanto, en esta
realizacion, el péptido T7 comprende una secuencia de aminoacidos: Cys-His-His-His-His-His-Arg-His-Ser-Phe (SEQ
ID NO: 2).

En otra realizacion, el monémero peptidico de unién a Tie2 comprende un péptido GA3. En una realizacion, el
péptido GA3 comprende una secuencia de aminoacidos: Trp-Thr-lle-lle-GIn-Arg-Arg-Glu-Asp-Gly-Ser-Val-Asp-Phe-
GIn-Arg- Thr-Trp-Lys-Glu-Tyr-Lys (SEQ ID NO: 3). En otra realizacion, el péptido GA3 se modifica para tener
afadido en el mismo un resto de cisteina amino terminal y, por lo tanto, en esta realizacion, el péptido GA3
comprende una secuencia de aminoacidos: Cys-Trp-Thr-lle-lle-Gln-Arg-Arg-Glu-Asp-Gly-SerVal-Asp-Phe-GIn-Arg-
Thr-Trp-Lys-Glu-Tyr-Lys (SEQ ID NO: 4).
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En ofra realizacion mas, el mondémero peptidico de unién a Tie2 comprende un péptido T8. En una realizacion, el
péptido T8 comprende una secuencia de aminoacidos: His-Pro-Trp-Leu-Thr-Arg-His (SEQ ID NO: 5). En ofra
realizacion, el péptido T8 se modifica para tener afiadido en el mismo un resto de cisteina amino terminal y, por lo
tanto, en esta realizacion, el péptido T8 comprende una secuencia de aminoacidos: Cys-His-Pro-Trp-Leu-Thr-Arg-
His (SEQ ID NO: 6).

En ofra realizacion mas, el mondémero peptidico de unién a Tie2 comprende un péptido T6. En una realizacion, el
péptido T6 comprende una secuencia de aminoacidos: Lys-Leu-Trp-Val-lle-Pro-Lys (SEQ ID NO: 7). En otra
realizacion, el péptido T6 se modifica para tener afiadido en el mismo un resto de cisteina amino terminal y, por lo
tanto, en esta realizacion, el péptido T6 comprende una secuencia de aminoacidos: Cys-Lys-Leu-Trp-Val-lle-Pro-Lys
(SEQ ID NO: 8).

En otra realizacién, el mondmero peptidico de unién a Tie2 comprende un péptido T4. En una realizacion, el péptido
T4 comprende una secuencia de aminoacidos: Asn-Leu-Leu-Met-Ala-Ala-Ser (SEQ ID NO: 9). En otra realizacion, el
péptido T4 tiene un resto de cisteina amino terminal afiadido al mismo y, por lo tanto, en esta realizacion, el péptido
T4 comprende una secuencia de aminoacidos: Cys-Asn-Leu-Leu-Met-Ala-Ala-Ser (SEQ ID NO: 10).

Los péptidos de union a Tie2 T4, T6, T7 y T8 también se describen en Tournaire, R. et al. (2004) EMBO Reports 5,
262-267. El péptido de unién Tie2 GA3 también se describe en Wu, X. et al. (2004) Biochem. Biophys. Res.
Commun. 315, 1004-1010.

Los péptidos de union a Tie2 descritos en este documento se pueden modificar para contener sustituciones,
inserciones y/o eliminaciones de aminoacidos que no alteran la capacidad de los péptidos para unirse y/o activar
Tie2. Las sustituciones de aminoacidos conservadas implican reemplazar uno o mas aminoacidos del péptido por
aminoacidos de caracteristicas similares de carga, tamafio y/o hidrofobicidad. Cuando solo se realizan sustituciones
conservadas, el analogo resultante debe ser funcionalmente equivalente al péptido. Las sustituciones no
conservadas implican reemplazar uno o mas aminoacidos del péptido por uno o mas aminoacidos que poseen
caracteristicas de carga, tamafio y/o hidrofobicidad diferentes.

Los péptidos de unidon a Tie2 descritos en el presente documento se pueden modificar para hacerlos
terapéuticamente mas efectivos o adecuados. Por ejemplo, los péptidos se pueden convertir en sales farmacéuticas
por reaccién con acidos inorganicos que incluyen acido clorhidrico, acido sulfdrico, acido bromhidrico, acido
fosforico, etc., o acidos organicos que incluyen acido férmico, acido acético, acido propionico, acido glicdlico, acido
lactico, acido piravico, acido oxalico, acido succinico, acido malico, acido tartarico, acido citrico, acido benzoico,
acido salicilico, acido bencenosulfénico y acidos toluenosulfénicos.

Ademas del péptido de union a Tie2, el monémero peptidico de unién a Tie2 puede comprender otros restos o
grupos quimicos, tales como espaciadores y/o grupos de multimerizacion. Por ejemplo, el péptido de union Tie2
puede estar unido a un espaciador, que puede tener una o mas funcionalidades. El espaciador puede, por ejemplo,
tener la funcién de aumentar la distancia entre los monémeros cuando se multimerizan para facilitar la interaccion de
la forma multimérica con el receptor Tie2 (p. €j., reducir el impedimento estérico). Adicional o alternativamente, el
espaciador puede, por ejemplo, servir como un grupo quimico por el cual los monémeros se pueden multimerizar y/o
pueden contribuir a la farmacodinamica/farmacocinética del compuesto. Ademas, el monémero peptidico de unién a
Tie2 puede comprender uno o mas grupos de multimerizacion, restos quimicos que funcionan para facilitar la
multimerizacion de los monémeros. Un grupo de multimerizacion particular es un grupo biotina, que tiene afinidad
por la avidina, estreptavidina y neutravidina de manera que cualquiera de estos tres ultimos compuestos se puede
usar para la multimerizacion de mondémeros que comprenden un grupo de biotina. Otro ejemplo de un grupo de
multimerizaciéon es un dominio superenrollado, que se puede unir al extremo amino del péptido mediante técnicas
estandar de ingenieria de ADN recombinante y que se autoensambla en estructuras oligoméricas (véanse, p. €j., las
Publicaciones de Solicitud de Patente de EE.UU. N° 2003/0220476 y 2006/0074230 para una descripcion mas
detallada del uso de dominios superenrollados para la multimerizacion). Ejemplos no limitantes de dominios
superenrollados adecuados para su uso son los dominios superenrollados del factor de transcripcion de levaduras
GCN4, de la proteina de la matriz del cartilago (CMP) o de la proteina oligomérica de la matriz del cartilago (COMP).
Davis et al. proporcionan agentes de multimerizacion adicionales que usan dominios Fc fusionados que dan como
resultado una configuracion tetramérica (2003) (véase en particular la Figura 1 de Davis et al.).

En una realizacion, el espaciador es un espaciador de polietilenglicol (PEG), que es una molécula polimérica que
puede contener diferentes nimeros de unidades, tales como 2, 4, 6, 8, 10, 11 0 12 unidades. Los polimeros de PEG
también se conocen en la técnica como polimeros de poli(6xido de etileno) (PEO) y, por lo tanto, los términos PEG y
PEO como se usan en el presente documento se pretende que sean equivalentes. Numerosos otros espaciadores
adecuados (también conocidos como conectores) son bien conocidos en la técnica, ejemplos no limitantes de los
cuales incluyen otros polialquilenglicoles, poliésteres y polialquilenaminas. Ademas, una amplia variedad de
espaciadores unidos en un extremo a un resto reactivo y en el otro extremo a un grupo biotina estan disponibles
comercialmente (reactivos EZ-Link Biotina disponibles en Pierce Chemical Co., Rockford, IL, EE.UU.) y se pueden
usar en la preparacion de los monémeros peptidicos de union a Tie2 usados con los métodos y usos descritos en el
presente documento. Ejemplos no limitantes de reactivos disponibles comercialmente de la estructura: resto
reactivo-espaciador-biotina incluyen:
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Reaccionantes reactivos con sulfhidrilo:

EZ-Link Biotina-BMCC (1-Biotinamido-4-(4'-[maleimidoetil-ciclohexano]-carboxamido)butano)
EZ-Link Biotina-HPDP (N-(6-(Biotinamido)hexil)-3'-(2'-piridilditio)-propionamida

EZ-Link Yodoacetil-LC-Biotina (N-yodoacetil-N-biotinilhexilendiamina)

EZ-Link Yodoacetil-PEO- Biotina ((+)-Biotinil-yodoacetamidil-3,6-dioxaoctanodiamina)
EZ-Link Maleimida PEO.-Biotina (n =2 u 11)

Reaccionantes reactivos con amina:

EZ-Link NHS-PEO,-Biotina (n =4 0 12)

EZ-Link NHS-SS-Biotina (2-(biotinamido)-etil-1,3'-ditiopropionato de succinimidilo)

EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotina (6-(biotinamido)hexanoato de sulfosuccinimidilo) EZ-Link TFP-PEO;-Biotina (Ester de
tetrafluorofenilo PEOs-biotina)

Reaccionantes reactivos con carboxilo:

EZ-Link 5-(Biotinamido)pentilamina

EZ-Link Reactivo de marcaje Amina-PEO2-Biotina ((+)-Biotinil-3,6-dioxaoctanodiamina)
EZ-Link Reactivo de marcaje Amina-PEOg3-Biotina ((+)-Biotinil-3,6,9-trioxaundecanodiamina)
EZ-Link Biotina PEO-Amina ((+)-Biotinil-3,6-dioxaoctanodiamina)

EZ-Link Biotina-PEO-LC-Amina ((+)-Biotinil-3,6,9-trioxaundecanodiamina)

Ademas, un espaciador de brazo ramificado se puede unir a multiples copias del péptido de unién a Tie2 como un
medio para multimerizar el péptido. Los ejemplos no limitantes incluyen espaciadores de PEG ramificados activados
de 2 y 4 brazos, aunque también se pueden usar espaciadores con mas brazos, tales como espaciadores de PEG
ramificados activados de 8 o 12 brazos. Los espaciadores de PEG activados ramificados (p. ej., activados con
maleimida) estan disponibles en el mercado (p. €j., NOF Corporation, Tokio, Japon).

En una realizacién, el monémero peptidico de unién a Tie2 comprende una estructura: A-B-C, en donde A
comprende un péptido de unién a Tie2, B comprende un espaciador y C comprende un grupo de multimerizacién, en
donde C tiene afinidad por D, un agente multimérico que comprende multiples sitios de unién para C. En una
realizacion, el agente multimérico D tiene cuatro sitios de unién para el grupo C de multimerizaciéon de manera que
se forma un tetramero cuando cuatro monémeros peptidicos de union a Tie2, A-B-C, interaccionan con el agente
multimérico D. En una realizacion, el grupo de multimerizacién, C, para usar en la creacion de tetrameros es un
grupo biotina. Los agentes multimeros opcionales, D, para usar en la creacion de tetrameros son avidina,
estreptavidina y neutravidina. Es bien conocido en la técnica que la avidina, la estreptavidina y la neutravidina tienen
cuatro sitios de unién para la biotina y que la biotina se une con alta afinidad a cada uno de avidina, estreptavidina y
neutravidina. Un espaciador opcional, B, para usar en un mondémero de la estructura A-B-C es un espaciador de
polietilenglicol (PEG).

En ofra realizacion adicional, el monémero peptidico de unién a Tie2 comprende una estructura: A-B, en donde A
comprende un péptido de unién a Tie2 y B comprende un espaciador, en donde la forma multimérica se crea por
enlace covalente de multiples péptidos de unién a Tie2 a través del espaciador comun B. Un espaciador opcional, B,
para usar en el monoémero de la estructura A-B es un espaciador de polietilenglicol (PEG).

En otra realizacion mas, el monémero peptidico de unién a Tie2 comprende una estructura: A-B-C, en donde:
A comprende un péptido de union a Tie2 seleccionado de un péptido T7 y un péptido GA3;

B comprende un espaciador de polietilenglicol; y

C comprende un grupo biotina,

en donde cuatro copias de A-B-C estan asociadas con un agente tetramero, D, para crear la forma de tetramero,
seleccionandose el agente tetramero, D, del grupo que consiste en avidina, estreptavidina y neutravidina. Un
ejemplo especifico de esta realizacion es un compuesto en el que A comprende un péptido T7, B comprende un
espaciador de polietilenglicol y C comprende un grupo biotina, y en donde el agente tetramero D comprende avidina.

En otra realizacion mas, el monémero peptidico de unién a Tie2 comprende una estructura A-B-C, en donde:
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A comprende un péptido de unién a Tie2;

B comprende un espaciador; y

C comprende un grupo de multimerizacion.

Opcionalmente, el péptido de unién a Tie2, A, comprende un péptido T7 o un péptido GA3. Alternativamente, el
péptido de unién a Tie2 puede comprender, por ejemplo, un péptido T8, un péptido T6 o un péptido T4. En una
realizacion, el espaciador, B, comprende un espaciador de polietilenglicol. En otra realizacién, el grupo de
multimerizacion, C, comprende un grupo biotina.

En otra realizacién adicional, la forma multimérica para usar en los métodos y usos descritos en el presente
documento comprende un dimero peptidico, que comprende: (a) una primera cadena peptidica; (b) una segunda
cadena peptidica; y (c) un resto de conexién que conecta dichas cadenas peptidicas primera y segunda, en donde
dicho dimero peptidico se une y activa el receptor Tie2. Opcionalmente, la primera cadena peptidica es un péptido
T7 y/o la segunda cadena peptidica es un péptido T7. En una realizacion, las cadenas peptidicas primera y segunda
son péptidos T7. Alternativamente, las cadenas peptidicas primera y segunda se pueden seleccionar
independientemente del grupo que consiste en un péptido T7, un péptido GA3, un péptido T4, un péptido T6 y un
péptido T8. En una realizacion, las cadenas peptidicas primera y segunda son ambas el mismo tipo de cadena
peptidica. Los péptidos de unién a Tie2 adicionales que se pueden usar se han descrito con mas detalle
anteriormente.

Opcionalmente, el resto de conexién comprende uno o mas polimeros solubles en agua unidos covalentemente a la
primera cadena peptidica y la segunda cadena peptidica. En una realizacion, el uno o mas polimeros solubles en
agua son polimeros lineales. Opcionalmente, el polimero soluble en agua es un polietilenglicol (PEG) (p. €j., una
molécula lineal de PEG). EI PEG puede tener un peso molecular de menos de aproximadamente 50 000 Daltons. En
una realizacion, el PEG lineal tiene un peso molecular en el intervalo de aproximadamente 3 000 Daltons a
aproximadamente 20 000 Daltons. En diversas realizaciones, el PEG lineal tiene un peso molecular de
aproximadamente 3 000 Daltons, aproximadamente 3 400 Daltons, aproximadamente 5 000 Daltons o
aproximadamente 10 000 Daltons. Se entiende que en una preparacion dada de PEG, los pesos moleculares
variaran tipicamente entre las moléculas individuales. Algunas moléculas pesaran mas y otras menos que el peso
molecular establecido. Dicha variacion generalmente se refleja mediante el uso de la palabra "aproximadamente"
para describir los pesos moleculares de las moléculas de PEG.

En otra realizacion, la forma multimérica comprende dimeros que utilizan un conector de PEG lineal que tiene un
peso molecular inferior a aproximadamente 20 000 Da, o que tiene un peso molecular en el intervalo de
aproximadamente 3 000 Daltons a aproximadamente 10 000 Da.

En otra realizacion, la forma multimérica comprende un tetramero peptidico, que comprende: (a) una primera cadena
de péptido; (b) una segunda cadena de péptido; (c) una tercera cadena de péptido; (d) una cuarta cadena de
péptido; y (e) un resto de conexion que conecta dichas cadenas peptidicas primera, segunda, tercera y cuarta, en
donde dicho tetramero peptidico se une y activa el receptor Tie2. En una realizacion, la primera, segunda, tercera y
cuarta cadenas peptidicas son péptidos T7. Alternativamente, las cadenas peptidicas primera, segunda, tercera y
cuarta se pueden seleccionar independientemente del grupo que consiste en un péptido T7, un péptido GA3, un
péptido T4, un péptido T6 y un péptido T8, y opcionalmente la primera, segunda, tercera y cuarta cadenas peptidicas
son todas el mismo tipo de cadena peptidica. Los péptidos de unién a Tie2 adicionales que se pueden usar se han
descrito con mas detalle anteriormente.

En dicha realizacion, el resto de conexidon comprende uno o mas polimeros solubles en agua unidos covalentemente
a la primera, segunda, tercera y cuarta cadenas peptidicas. En una realizacion, el uno o mas polimeros solubles en
agua son polimeros de cadena ramificada, tales como un polietilenglicol (PEG) (p. €j., una molécula de PEG de
cadena ramificada). Opcionalmente, el PEG ramificado tiene un peso molecular en el intervalo de aproximadamente
3 000 Daltons a aproximadamente 50 000 Daltons. En diversas realizaciones, el PEG ramificado tiene un peso
molecular de aproximadamente 3 000 Daltons, aproximadamente 3 400 Daltons, aproximadamente 5 000 Daltons,
aproximadamente 10 000 Daltons, aproximadamente 20 000 Daltons, aproximadamente 25 000 Daltons,
aproximadamente 30 000 Daltons o aproximadamente 40 000 Daltons. Se entiende que en una preparacion dada de
PEG, los pesos moleculares variaran tipicamente entre las moléculas individuales. Algunas moléculas pesaran mas
y otras menos que el peso molecular establecido. Dicha variacién generalmente se refleja mediante el uso de la
palabra "aproximadamente" para describir los pesos moleculares de las moléculas de PEG. En el caso de un PEG
de 20 kDa para un tetramero, la longitud del brazo seria de 5 kDa.

En los dimeros que contienen PEG, un solo resto de PEG opcionalmente lineal, se une simultdneamente a los
extremos (p. €j., los extremos N) de ambas cadenas peptidicas del dimero peptidico. En los tetrameros que
contienen PEG, un solo resto de PEG de cadena ramificada se une simultdneamente a los extremos de las cuatro
cadenas peptidicas del tetramero peptidico. Para preparar los compuestos diméricos y tetraméricos que contienen
PEG descritos anteriormente, los péptidos de unién a Tie2 se pueden hacer reaccionar con conectores de PEG
activados (p. ej., PEG-dimaleimida para la preparacion de dimeros, PEG-tetramaleimida para la preparacion de
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tetramero. Dichos conectores de PEG activados (cadena lineal o ramificada) estan disponibles en el mercado (p. €j.,
en NOF America Corporation).

Ademas de los dimeros y tetrameros descritos anteriormente, se pueden usar otras formas multiméricas que
comprenden dos o mas péptidos de unién a Tie2 conectados por un resto de conexion, tales como los que contienen
tres, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once o doce péptidos de unidn a Tie2 unidos covalentemente a un resto de
conexion, opcionalmente un resto de conexién ramificado, tal como una molécula de PEG de cadena ramificada.
Dichas formas multiméricas alternativas se pueden preparar como se describe para los dimeros y tetrameros,
utilizando restos conectores que tienen el nimero adecuado de extremos reactivos (p. €j., seis extremos reactivos
para un multimero que contiene seis cadenas peptidicas) y la proporcién adecuada de péptido a conector (p. €j., 6:1
para un multimero que contiene seis cadenas peptidicas). En dichos casos, se usan moléculas de PEG mas grandes
para mantener una longitud de brazo similar entre los monémeros. Por ejemplo, un multimero de 8 mondémeros
hecho con una molécula de PEG de 40 kDa tendria una longitud de brazo de 5 kDa.

Los conectores poliméricos solubles en agua alternativos incluyen, pero no se limitan a, copolimeros de
etilenglicol/propilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano, poli(alcohol vinilico), polivinilpirrolidona, poli-1,3-dioxolano,
poli-1,3,6-trioxano, copolimero de etileno/anhidrido maleico, poliaminoacidos (ya sea homopolimeros o copolimeros
aleatorios), poli(n-vinilpirrolidona)polietilenglicol, homopolimeros de propropilenglicol, copolimeros de poli(6xido de
propileno/éxido de etileno) y polioles polioxietilados. Para dimeros peptidicos, el conector polimérico puede tener un
peso molecular de menos de 20 000 Da. En una realizacién, el peso molecular es de aproximadamente 10 000 Da.
Para los tetrameros peptidicos, el conector polimérico tiene un peso molecular de aproximadamente 20 000 Da.

Se pueden usar otros tipos de restos de conexiéon conocidos en la técnica para unir las cadenas peptidicas en los
multimeros (p. €j., dos cadenas peptidicas en el dimero, cuatro cadenas peptidicas en el tetramero). Los ejemplos
no limitantes de restos conectores adecuados adicionales que se pueden usar para unir multiples cadenas de
péptidos para formar multimeros incluyen los descritos en las Publicaciones de Solicitud de Patente de EE.UU. N°
2007/0104704 y Publicacion de EE.UU. 2007/0027074.

En otra realizacion, el agonista de Tie2 comprende un agente que activa Tie2 sin unirse a Tie2. La activacion puede
ser directa o indirecta. Por ejemplo, un inhibidor de un inhibidor de Tie2 activa indirectamente Tie2. Por consiguiente,
un inhibidor de un inhibidor de Tie2 es un agente/agonista activador de Tie2. Un ejemplo de un inhibidor de un
inhibidor de Tie2 es AKB9778 de Aerpio. Otro ejemplo de un inhibidor de un inhibidor de Tie2 es un anticuerpo que
inhibe VE-PTP (el objetivo de AKB9778).

La descripcion anterior describe en general la presente descripcién. Se puede obtener una comprension mas
completa haciendo referencia a los siguientes ejemplos especificos. Estos ejemplos se describen Unicamente con
fines ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la descripcion. Se contemplan cambios en la forma y la
sustitucion de equivalentes segun las circunstancias pueden sugerir o hacer conveniente. Aunque se han empleado
términos especificos en el presente documento, dichos términos estan dirigidos a un sentido descriptivo y no con
fines de limitacion.

Los siguientes ejemplos no limitantes son ilustrativos de la presente descripcion:
Ejemplos

Ejemplo 1

Materiales y métodos

Preparacion de Vasculotida

Los péptidos T7 se hicieron reaccionar con una polietilenglicol-maleimida tetramérico de 10 kDa. Especificamente,
se afadieron PEG activado y péptido T7 a un matraz de fondo redondo de 50 ml protegido de la luz y se afiadio PBS
(pH 6.5, 22 ml) para una concentracion final de péptido de 5 mg/ml. La reaccién se agité a temperatura ambiente, el
pH se verificé usando un medidor de pH y el progreso de la reaccion se siguié por HPLC a diversos intervalos de
tiempo. Después la mezcla de reaccion se acidificé a pH 3.5 después de lo cual se llevaron a cabo las siguientes
etapas:
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Etapa 1 LC ultrarrapida:

Columna: Fase inversa C18, Fuji, 200A, 40 g columna de 30 um (empaquetado personalizado)

Perfil de gradiente: 10-100% de B en 63 minutos

Eluyentes: Eluyente A = TFA al 0.1% en agua, Eluyente B = TFA al 0.1% en 60% de acetonitrilo,
40% de agua

Deteccion: UV (A-210 nm/254 nm)

Temperatura de la temperatura ambiente

columna:

Caudal: 40 ml/min

Etapa 2 HPLC preparativa:

Columna: Fase inversa C18, Daiso Bio C18, 200A, 10 pm 25 mm X 250 mm (empaquetado
Perfil de gradiente: 50-100% de B en 70 minutos
Eluyentes: Eluyente A = HFBA al 0.1% en 3% de acetonitrilo en agua, Eluyente B = HFBA al 0.1% en

60% de acetonitrilo 40% de agua

Deteccion: UV (A-210 nm)
Temperatura de la temperatura ambiente
columna:
Caudal: 30 ml/min
Etapa 3 HPLC preparativa:
Columna: Fase inversa C18, Daiso Bio C18, 200A, 10 pm 25 mm X 250 mm (empaquetado

personalizado)

Perfil de gradiente: 45-100% de B en 77 minutos

Eluyentes: Eluyente A = TFA al 0.1% en agua, Eluyente B = TFA al 0.1% en 60% de acetonitrilo, 40%
Deteccion: uv (A-210 nm)

Temperatura de la temperatura ambiente

columna:

Caudal: 30 ml/min

El material final para QC se liofilizd después de la etapa 3 en un vial tarado para determinar la cantidad de material.
Esto dio como resultado una sal de trifluoroacetato de PEG de 10kDa-maleimida de 4 brazos (H-Cys (succinimido-
propionilaminoetil)-His-His-His-Arg-His-Ser-Phe-OH)4-PEG 10kDa.

Células e infeccion por gripe y Staphylococcus aureus

Las células endoteliales microvasculares pulmonares humanas primarias (HMVEC) obtenidas de Lonza se cultivaron
en medio EBM-2 con los suplementos recomendados y se usaron en los pases 6-9. Las células endoteliales
microvasculares pulmonares de ratéon C57BI/6 primarias se obtuvieron de Cell Biologics (Chicago, IL) y se cultivaron
con medio de células endoteliales de ratdn con los suplementos recomendados. Se us6 la gripe A X31 (H3N2) ya
que el subtipo H3N2 se asocia mas comunmente con complicaciones y muerte (Thompson et al., 2003); también se
utilizé un aislado clinico (H3N2) para confirmar los descubrimientos clave. El virus se afiadio a las células en medio
exento de suero. Después de una hora, se afiadié suero al 0,5%. Todas las infecciones fueron durante 24 horas a
menos que se indique lo contrario. S. aureus (ATCC 29213) se inactivd por calor mediante incubacion a 56°C
durante 2 horas y se afiadi6 a las células con una multiplicidad de infeccion de 100.

Ensayo de permeabilidad

Las HMVEC sembradas en placas Transwell de poliéster de poros de 0,4 um (Costar) recubiertos con Factor de
union (Invitrogen) se cultivaron hasta confluencia durante 3-4 dias. Después se midié el valor base de la
permeabilidad a la fluoresceina-Na como se ha descrito previamente (Armstrong et al., 2012). Como planteamiento
complementario, se midié la resistencia eléctrica transendotelial (TEER) de monocapas endoteliales usando el
Endohm-12 (WPI, Florida). Después, las células se trataron con virus de la gripe con diferentes multiplicidades de
infeccion (MOI; definida como la proporcion de unidades formadoras de placa a células endoteliales) durante 24
horas. Después se midieron la permeabilidad a la fluoresceina-Na y/o la TEER y se compararon con el valor base
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(previo a la infeccion). Para los experimentos de cebado, se afiadié Vasculotida (VT) 2 ng/ml al mismo tiempo que
las bacterias.

Modelo de ratén de gripe grave

Se inocul6 en ratones C57BI/6 por via intranasal virus de la gripe X31 (64-128 HAU/ratén) y se evalud la fuga
vascular pulmonar 4 dias después de la infeccion. En algunos experimentos, se inyecté 400 ng de VT o vehiculo de
control por via intraperitoneal inmediatamente después de la infeccion y diariamente después de eso. La amantadina
se administré por sonda oral tres veces al dia (46 mg/kg/ratéon). La fuga vascular se evalué midiendo la relacion
himedo/seco de los pulmones o cuantificando la fuga de colorante azul de Evans; el colorante azul de Evans (EB)
se une fuertemente a la albumina y es un medio reproducible y preciso para evaluar la permeabilidad vascular
(Patterson et al., 1992). Diez minutos antes de la eutanasia, se inyectaron 100 pl de EB al 1% a través de la vena de
la cola. Se recogieron 200 ul de sangre completa para la medicion de EB. Se abri6 el torax y el ratén se perfundio
con 10 ml de PBS para lavar la vasculatura, después de lo cual se extrajeron los pulmones. El EB se extrajo del
tejido mediante incubacién en formamida y se registraron absorbancias a 620 (A620) y 740 (A740) nm. El contenido
de EB se calcul6 corrigiendo A620 para hemo y se convirtié en ug de EB comparandolo con una curva patrén.

Resultados:
Modelo de ratén de neumonia viral primaria y lesion pulmonar aguda

Los ratones C57BI/6 infectados con gripe (H3N2, 128 HAU/raton) desarrollan pérdida de peso (Fig. 1D) y edema
pulmonar marcado (Fig. 1A-C, E), muriendo aproximadamente 5 dias después de la infeccion. La administracion de
VT (400 ng, por via intraperitoneal al dia, en el momento de la infeccion, prolongaba significativamente la
supervivencia de los ratones infectados (p <0,001) (Fig. 2). En un modelo menos grave de gripe en el que los
ratones reciben 64 HAU de virus de la gripe, los ratones infectados mueren entre 5 y 8 dias después de la infeccion.
La administracion de VT (400 ng, por via intraperitoneal al dia) incluso cuando se administra de forma retardada
(Fig. 3A), aumenté significativamente la supervivencia. Ademas, la VT disminuy6 la hipotermia inducida por la gripe
(Fig. 3B) y redujo significativamente el edema pulmonar (Fig. 4). Cuando se administré conjuntamente con el
farmaco antiviral amantadina, la VT aumenté significativamente la supervivencia de los ratones infectados con gripe
en comparacion con los controles que usan tanto la dosis mas alta (Figura 5) como la dosis mas baja (Figura 6A) de
gripe. El beneficio de la VT se observo incluso si se administraba hasta 72 horas después de la infeccion (Fig. 6A).
La VT mejord significativamente los niveles de oxigeno arterial en ratones infectados (Fig. 6B-C), disminuyd la
hipotermia inducida por la gripe (Fig. 6D) y atenud la pérdida de peso inducida por la gripe (Fig. 6E).
Sorprendentemente, la VT por si misma no tiene actividad antiviral intrinseca y no tiene efecto sobre la quimiotaxis
de leucocitos (Fig. 7). Sin estar limitados por la teoria, se cree que el mecanismo de beneficio es por la accion de la
VT en el endotelio. Otra posible explicacién es que la VT actia sobre los tipos de células no endoteliales que
expresan Tie2, tales como las poblaciones de leucocitos que expresan Tie2.

Modelo in vitro e in vivo de infeccidon secuencial con gripe seguida de S. aureus

Los datos indican que la infeccidon previa con gripe (MOI 0.1-1.0), incluso dias antes, conduce a un marcado
aumento en la permeabilidad endotelial pulmonar tras la exposicion a S. aureus (Fig. 8A-C). La fuga después de la
infeccion secuencial es mayor que en cualquier infeccion sola (es decir, es sinérgica) y es independiente de la
polaridad endotelial (Fig. 8D); también es especifica del orden, ya que la adiciéon de S. aureus antes de la gripe no
tiene el mismo efecto (Fig. 8E). Ademas, la fuga no se debe a una mayor adhesion de la bacteria al endotelio (Fig.
8F). Es importante destacar que la VT era capaz de prevenir casi por completo la fuga inducida por cebado a pesar
de no tener ningun efecto sobre la replicacion viral (Fig. 9A). El efecto beneficioso de la VT también se observo in
vivo (Fig. 9B). Parece que la fuga se produce debido a la apoptosis, ya que la infeccion secuencial induce apoptosis
endotelial pulmonar, un efecto que es atenuado por la VT (Fig. 9C).

Resumen

La potenciacion o el efecto agonista de la actividad de Tie2, demostrada usando Vasculotida, aumenta
significativamente la supervivencia en un modelo de ratén de gripe humana grave y aumenta la supervivencia
cuando se administra conjuntamente con un farmaco antiviral, incluso si se administra de manera retardada. El
tratamiento tradicional para la gripe usando farmacos antivirales es mas efectivo si se administra al momento de la
infeccion, y se vuelve progresivamente menos efectivo con el tiempo. Dado que los pacientes no pueden estar
seguros del momento exacto de la infeccion, el beneficio prolongado de la administracion tardia de VT es de
relevancia clinica. Ademas, la exposicion en dosis bajas a la gripe prepara el endotelio pulmonar para que tenga
fugas tras la exposicién posterior (incluso dias después) a bacterias; este efecto es bloqueado por la Vasculotida.

La capacidad de fuga del endotelio pulmonar es un determinante importante de mortalidad por gripe humana grave,
y la administracion de Vasculotida es una terapia para tratar tanto la neumonia viral primaria como para disminuir el
edema pulmonar y la mortalidad después de una sobreinfeccién bacteriana.

Si bien la presente descripcion se ha descrito con referencia a lo que actualmente se consideran que son ejemplos,
debe entenderse que la descripcion no se limita a los ejemplos descritos.
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Tabla de secuencias

SEQ ID NO[SECUENCIA DESCRIPCION
1 His His His Arg His Ser Phe Péptido; Secuencia Artificial T7
2 Cys His His His Arg His Ser Phe Péptido; Secuencia Artificial T7
3 Eg Ll';sr él;laull_?y?ll_r;:rg Arg Glu Asp Gly Ser Val Asp Phe GIn Arg ThrPéptido; Secuencia Artificial GA3
4 .lc_:gf.l:l; :)pL-l;/grclslﬁj I_:_ti/rCIB_I;SArg Arg Glu Asp Gly Ser Val Asp Phe Gin Arg Péptido; Secuencia Artificial GA3
5 His Pro Trp Leu Thr Arg His Péptido; Secuencia Artificial T8
6 Cys His Pro Trp Leu Thr Arg His Péptido; Secuencia Artificial T8
7 Lys Leu Trp Val lle Pro Lys Péptido; Secuencia Artificial T6
8 Cys Lys Leu Trp Val lle Pro Lys Péptido; Secuencia Artificial T6
9 /Asn Leu Leu Met Ala Ala Ser Péptido; Secuencia Artificial T4
10 Cys Asn Leu Leu Met Ala Ala Ser Péptido; Secuencia Artificial T4

Referencias:
Anna Majury M.D., O.A.0.M.L. (2005). www.oaml.com/pps/Laboratory-Working-Group.pps. 17 de febrero de 2012

Armstrong, S.M., Khajoee, V., Wang, C., Wang, T., Tigdi, J., Yin, J., Kuebler, W.M., Gillrie, M., Davis, S.P., Ho, M., et
al. (2012). Co-regulation of transcellular and paracellular leak across microvascular endothelium by dynamin and rac.
Am J Pathol 180, 1308-1323.

Cho, C.H., Kammerer,R.A., Lee,H.J., Yasunaga,K., Kim,K.T., Choi,H.H., Kim,W., Kim,S.H., Park,S.K., Lee,G.M. y
Koh,G.Y. Designed angiopoietin-1 variant, COMP-Ang1, protects against radiation-induced endothelial cell apoptosis.
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 101, 5553-5558 (2004a).

Cho,C.H., Kammerer,R.A., Lee,H.J., Steinmetz,M.O., Ryu, Y.S,, Lee,S.H., Yasunaga,K., Kim,K.T., Kim,l., Choi,H.H.,
Kim,W., Kim,S.H., Park,S.K., Lee,G.M. y Koh,G.Y. COMP-Ang1: a designed angiopoietin-1 variant with nonleaky
angiogenic activity. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 101, 5547-5552 (2004b).

David S., Ghosh C.C., Kumpers P., Shushakova N., Van Slyke P., Khankin E.V., Karumanchi S.A., Dumont D., y
Parikh S.M. (2011). Effects of a synthetic PEG-ylated Tie-2 agonist peptide on endotoxemic lung injury and mortality.
Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 300:L851-L862.

Davis S., Papadopoulos N., Aldrich T.H., Maisonpierre P.C., Huang T., Kovac L., Xu A,, Leidich R., Radziejewska E.,
et al. (2003) Angiopoietins have distinct modular domains essential for receptor binding, dimerization and
superclustering. Nat Struct Biol 10(1):38-44.

Dominguez-Cherit, G., Lapinsky, S.E., Macias, A.E., Pinto, R., Espinosa-Perez, L., de la Torre, A., Poblano-Morales,
M., Baltazar-Torres, J.A., Bautista, E., Martinez, A., et al. (2009). Critically Il patients with 2009 influenza A(H1N1) in
Mexico. Jama 302, 1880-1887.

Falsey, A.R., y Walsh, E.E. (2006). Viral pneumonia in older adults. Clin Infect Dis 42, 518-524.

Iverson, A.R., Boyd, K.L., McAuley, J.L., Piano, L.R., Hart, M.E., y McCullers, J.A. (2011). Influenza Virus Primes
Mice for Pneumonia From Staphylococcus aureus. J Infect Dis 203, 880-888.

Kuiken, T., y Taubenberger, J.K. (2008). Pathology of human influenza revisited. Vaccine 26 Suppl 4, D59-66.

Kumpers P., Gueler F., David S., Van Slyke P., Dumont D.J., Park J-K, Bockmeyer C.L., Parikh S.M., Pavenstadt H.,
Haller H. y Shushakova. (2011). The synthetic Tie2 agonists peptide Vasculotide protects against vascular leakage
and reduces mortality in murine abdominal sepsis. Crit Care 15:R261

Kuster, S.P., Drews, S., Green, K., Blair, J., Davis, I., Downey, J., Fowler, R., Katz, K., Lapinsky, S., McRitchie, D., et
al. (2010). Epidemiology of influenza-associated hospitalization in adults, Toronto, 2007/8. Eur J Clin Microbiol Infect
Dis 29, 835-843.

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2743 509 T3

Lee, W.L., y Slutsky, A.S. (2001). Ventilator-induced lung injury and recommendations for mechanical ventilation of
patients with ARDS. Semin Respir Crit Care Med 22, 269-280.

Louria, D.B., Blumenfeld, H.L., Ellis, J.T., Kilbourne, E.D., y Rogers, D.E. (1959). Studies on influenza in the
pandemic of 1957-1958. Il. Pulmonary complications of influenza. J Clin Invest 38, 213-265.

Maines, T.R., Szretter, K.J., Perrone, L., Belser, J.A., Bright, R.A., Zeng, H., Tumpey, T.M., y Katz, J.M. (2008).
Pathogenesis of emerging avian influenza viruses in mammals and the host innate immune response. Immunol Rev
225, 68-84.

McGeer, A., Green, KA., Plevneshi, A., Shigayeva, A., Siddiqi, N., Raboud, J., y Low, D.E. (2007). Antiviral therapy
and outcomes of influenza requiring hospitalization in Ontario, Canada. Clin Infect Dis 45, 1568-1575.

Mohan, S.S., Nair, V., y Cunha, B.A. (2005). Post-viral influenza Streptococcus pneumoniae pneumonia in an
intravenous drug abuser. Heart Lung 34, 222-226.

Mura, M., Binnie, M., Han, B., Li, C., Andrade, C.F., Shiozaki, A., Zhang, Y., Ferrara, N., Hwang, D., Waddell, T.K., et
al. (2010) Functions of type Il pneumocyte-derived vascular endothelial growth factor in alveolar structure, acute
inflammation, and vascular permeability. Am J Pathol 176, 1725-1734.

Oseasohn, R., Adelson, L., y Kaji, M. (1959). Clinicopathologic study of thirty-three fatal cases of Asian influenza. N
Engl J Med 260, 509-518.

Patterson, C.E., Rhoades, R.A., y Garcia, J.G. (1992). Evans blue dye as a marker of albumin clearance in cultured
endothelial monolayer and isolated lung. J Appl Physiol 72, 865-873.

Peltola, V.T., y McCullers, J.A. (2004). Respiratory viruses predisposing to bacterial infections: role of neuraminidase.
Pediatr Infect Dis J 23, S87-97.

Procopio,W.N., Pelavin,P.l., Lee,W.M. y Yeilding, N.M. Angiopoietin-1 and -2 coiled coil domains mediate distinct
homo- oligomerization patterns, but fibrinogen-like domains mediate ligand activity. J. Biol. Chem. 274, 30196-30201
(1999).

Schanzer, D.L., Tam, T.W., Langley, J.M., y Winchester, B.T. (2007). Influenza-attributable deaths, Canada 1990-
1999. Epidemiol Infect 135, 1109-1116.

Speshock, J.L., Doyon-Reale, N., Rabah, R., Neely, M.N., y Roberts, P.C. (2007). Filamentous influenza A virus
infection predisposes mice to fatal septicemia following superinfection with Streptococcus pneumoniae serotype 3.
Infect Immun 75, 3102-3111.

Teijaro, J.R., Walsh, K.B., Cahalan, S., Fremgen, D.M., Roberts, E., Scott, F., Martinborough, E., Peach, R,
Oldstone, M.B., y Rosen, H. (2011). Endothelial cells are central orchestrators of cytokine amplification during
influenza virus infection. Cell 146, 980-991.

Thompson, W.W., Shay, D.K., Weintraub, E., Brammer, L., Cox, N., Anderson, L.J., y Fukuda, K. (2003). Mortality
associated with influenza and respiratory syncytial virus in the United States. Jama 289, 179-186.

Tsigkos,S., Koutsilieris,M. y Papapetropoulos, A. Angiopoietins in angiogenesis and beyond. Expert Opin. Investig.
Drugs. 12, 933-941 (2003).

VanSlyke,P., Alami,J.M.D., Kuliszewski,M.A., Leong-Poi,H., Sefton,M. y Dumont,D.J. Acceleration of diabetic wound
healing by an angiopoietin eptidemimetic. eptide mimetic. Tissue Eng Part A 15(6), 1269-1280 (2009).

Ward N.L. y Dumont,D.J. The angiopoietins and Tie2/Tek: adding to the complexity of cardiovascular development.
Semin. Cell Dev. Biol. 13, 19-27(2002).

Ward,N.L., Van Slyke,P. y Dumont, D.J. Functional inhibition of secreted angiopoietin: a novel role for angiopoietin 1
in coronary vessel patterning. Biochem. Biophys. Res. Commun. 323, 937-946 (2004).

Listado de secuencias

<110> Sunnybrook Research Institute St. Michael's Hospital

<120> METODOS, USOS Y COMPOSICIONES DE AGONISTAS DE TIE2
<130> 20925-P43930PC00

<150> US 61/810,879

<151> 2013-04-11

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<160> 10
<170> PatentIn versién 3.5

<210> 1

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 1
His His His Arg His Ser Phe
1 5

<210> 2

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 2
Cys His His His Arg His Ser Phe
1 5

<210> 3

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 3

Trp Thr Ile Ile Gln Arg Arg Glu Asp Gly Ser Val Asp Phe Gln Arg

1 5

Thr Trp Lys Glu Tyr Lys

20

<210> 4

<211> 23

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 4

Cys Trp Thr Ile Ile Gln Arg Arg Glu Asp Gly Ser Val Asp Phe Gln

1 5

Arg Thr Trp Lys Glu Tyr Lys
20

<210>5

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Péptido sintético

<400> 5
His Pro Trp Leu Thr Arg His
1 5

<210> 6

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 6
Cys His Pro Trp Leu Thr Arg His
1 5

<210>7

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 7
Lys Leu Trp Val Ile Pro Lys
1 5

<210> 8

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Peptide

<400> 8
Cys Lys Leu Trp Val Ile Pro Lys
1 5

<210>9

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 9
Asn Leu Leu Met Ala Ala Ser
1 5

<210> 10

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 10
Cys Asn Leu Leu Met Ala Ala Ser
1 5
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REIVINDICACIONES

1. Un agonista de Tie2 para usar en un método de tratamiento de un animal infectado con gripe, comprendiendo el
método administrar el agonista de Tie2 al animal; en donde el agonista de Tie2 comprende una forma multimérica de
un monoémero peptidico de unién a Tie2; en donde el monémero peptidico de unién a Tie2 comprende un péptido T7
como se muestra en las SEQ ID NO: 1 o 2; un péptido GA3 como se muestra en las SEQ ID NO: 3 o 4; un péptido
T4 como se muestra en las SEQ ID NO: 9 o 10; un péptido T6 como se muestra en las SEQ ID NO: 7 u 8 o un
péptido T8 como se muestra en las SEQ ID NO: 5 o 6; opcionalmente en donde la forma multimérica es un tetramero
o un dimero.

2. El agonista de Tie2 para usar segun la reivindicacion 1, en donde el animal tiene una sobreinfeccion bacteriana
asociada con la gripe.

3. El agonista de Tie2 para usar segun la reivindicacion 1 o 2, comprendiendo el método ademas el uso de un
agente antiviral, opcionalmente en donde el agente antiviral es amantadina, rimantadina, zanamivir, peramivir,
viramidina, ribavirina u oseltamivir, opcionalmente en donde el agente antiviral se usa simultanea o secuencialmente.

4. El agonista de Tie2 para usar segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la gripe es gripe
humana.

5. El agonista de Tie2 para usar segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde en el método, el
agonista de Tie2 se administra al menos 24 horas después de infeccion; al menos 48 horas después de infeccion o
al menos 72 horas después de infeccion.

6. El agonista de Tie2 para usar segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde el monémero
peptidico de unién a Tie2 comprende un péptido T7 como se muestra en las SEQ ID NO: 1 0 2 o un péptido GA3
como se muestra en las SEQ ID NO: 3 o 4.

7. El agonista de Tie2 para usar segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde el mondmero
peptidico de unién a Tie2 comprende un péptido seleccionado del grupo que consiste en un péptido T4, un péptido
T6 y un péptido T8 como se muestra en las SEQ ID NO: 5-10.

8. El agonista de Tie2 para usar segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde la forma multimérica
es un dimero, que comprende: (a) una primera cadena peptidica; (b) una segunda cadena peptidica; y (c) un resto
de conexion que conecta dichas cadenas peptidicas primera y segunda, en donde dicho dimero peptidico se une y
activa el receptor Tie2, opcionalmente en donde la primera cadena peptidica es un péptido T7 (SEQ ID NO: 1 0 2)
y/o la segunda cadena peptidica es un péptido T7 (SEQ ID NO: 1 o 2); opcionalmente en donde el resto de conexion
comprende uno o mas polimeros de polietilenglicol (PEG) unidos covalentemente a la primera cadena peptidica y la
segunda cadena peptidica.

9. El agonista de Tie2 para usar segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde la forma multimérica
comprende un péptido tetramero, que comprende: (a) una primera cadena peptidica; (b) una segunda cadena
peptidica; (c) una tercera cadena peptidica; (d) una cuarta cadena peptidica; y (e) un resto de conexidon que conecta
dichas cadenas peptidicas primera, segunda, tercera y cuarta, en donde dicho tetramero peptidico se une y activa el
receptor Tie2, en donde las cadenas peptidicas primera, segunda, tercera y cuarta son péptidos T7 (SEQ ID NO: 1 o
2), opcionalmente en donde el resto de conexion comprende uno o mas polimeros ramificados de polietilenglicol
(PEG) unidos covalentemente a la primera, segunda, tercera y cuarta cadenas peptidicas, en donde el PEG
opcionalmente tiene un peso molecular en un intervalo de aproximadamente 3 000 Daltons a aproximadamente
20 000 Daltons, opcionalmente 10 000 Daltons.

10. Un kit que comprende (a) un agonista de Tie2 y (b) un agente antiviral, opcionalmente en donde el agente
antiviral es amantadina, rimantadina, zanamivir, peramivir, viramidina, ribavirina u oseltamivir; en donde el agonista
de Tie2 comprende una forma multimérica de un monémero peptidico de unién a Tie2; en donde el mondmero
peptidico de unién a Tie2 comprende un péptido T7 como se muestra en las SEQ ID NO: 1 o 2; un péptido GA3
como se muestra en las SEQ ID NO: 3 o 4; un péptido T4 como se muestra en las SEQ ID NO: 9 o 10; un péptido T6
como se muestra en las SEQ ID NO: 7 u 8 o un péptido T8 como se muestra en las SEQ ID NO: 50 6.

11. El kit de la reivindicacién 10, en donde la forma multimérica es un tetramero o dimero.

12. El kit de la reivindicacién 10 u 11, en donde el monémero peptidico de unién a Tie2 comprende un péptido T7
como se muestra en las SEQ ID NO: 1 o0 2 o comprende un péptido GA3 como se muestra en las SEQ ID NO: 3 0 4.

13. El kit de la reivindicaciéon 10 u 11, en donde el mondmero peptidico de unién a Tie2 comprende un péptido
seleccionado del grupo que consiste en un péptido T4, un péptido T6 y un péptido T8 como se muestra en las SEQ
ID NO: 5-10.

14. El kit de la reivindicacion 10 u 11, en donde la forma multimérica es un dimero, que comprende: (a) una primera
cadena peptidica; (b) una segunda cadena peptidica; y (c) un resto de conexidon que conecta dichas cadenas
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peptidicas primera y segunda, en donde dicho dimero peptidico se une y activa el receptor Tie2, opcionalmente en
donde la primera cadena peptidica es un péptido T7 (SEQ ID NO: 1 o 2) y/o la segunda cadena peptidica es un
péptido T7 (SEQ ID NO: 1 o 2), opcionalmente en donde el resto de conexion comprende uno o mas polimeros de
polietilenglicol (PEG) unidos covalentemente a la primera cadena peptidica y a la segunda cadena peptidica.

15. El kit de la reivindicacion 10 u 11, en donde la forma multimérica comprende un péptido tetramero, que
comprende: (a) una primera cadena peptidica; (b) una segunda cadena peptidica; (c) una tercera cadena peptidica;
(d) una cuarta cadena peptidica; y (e) un resto de conexion que conecta dichas cadenas peptidicas primera,
segunda, tercera y cuarta, en donde dicho tetramero peptidico se une y activa el receptor Tie2, en donde las
cadenas peptidicas primera, segunda, tercera y cuarta son péptidos T7 (SEC ID NO: 1 o 2), opcionalmente en donde
el resto de unién comprende uno o mas polimeros ramificados de polietilenglicol (PEG) unidos covalentemente a la
primera, segunda, tercera y cuarta cadenas peptidicas, en donde el PEG opcionalmente tiene un peso molecular en
un intervalo de aproximadamente 3 000 Daltons a aproximadamente 20 000 Daltons, opcionalmente 10 000 Daltons.
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FIGURA 4
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Peso (fraccion de inicial)

Figura 6E
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FIGURA 8 CONT.
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