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Descripcién

Campo técnico

La presente invencién se refiere en general al campo de la medicina, y se refiere
especificamente a composiciones para uso en la inhibicién de la angiogénesis de tejidos
usando antagonistas del receptor ayf3; de vitronectina.

Antecedentes

Las integrinas son una clase de receptores celulares que se sabe que se unen a las
proteinas de matriz extracelular y, por consiguiente, median las interacciones célula-
célula y célula-matriz extracelular, a las que se hace referencia en general como
episodios de adhesion celular. Sin embargo, aunque muchas integrinas y los ligandos
gue se unen a una integrina estan descritos en la bibliografia, la funcién biolégica de
muchas integrinas sigue siendo dificil de determinar. Los receptores integrina constituyen
una familia de proteinas con caracteristicas estructurales compartidas de complejos no
covalentes de glicoproteinas heterodiméricas formadas por subunidades a y .

Ahora se sabe que el receptor de vitronectina, denominado por su caracteristica original
de union preferencial a vitronectina, hace referencia a tres diferentes integrinas,
denominadas ayf31,003 ¥ avBs. Horton, Int. J. Exp. Pathol. 71: 741-759 (1990). La ayf3; se
une a fibronectina y vitronectina. La ay; se une a una gran diversidad de ligandos,
incluyendo fibrina, fibrindgeno, laminina, trombospondina, vitronectina, factor de von
Willebrand, osteospontina y sialoproteina | 6sea. La fs se une a la vitronectina. Las
funciones de adhesion celular especifica que estas tres integrinas juegan en las muchas
interacciones celulares en tejidos estan todavia bajo investigacién, sin embargo, esta
claro que existen diferentes integrinas con diferentes funciones biolégicas.

Un sitio de reconocimiento importante en el ligando para muchas integrinas es la
secuencia de tripéptidos arginina-glicina-acido aspartico (RGD). RGD se encuentra en
todos los ligandos identificados anteriormente para las integrinas del receptor de
vitronectina. Este sitio de reconocimiento de RGD puede estar imitado por polipéptidos
(“péptidos™) que contienen la secuencia de RGD, y tales péptidos RGD son inhibidores
conocidos de la funcion de integrina. Sin embargo, es importante indicar que,
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dependiendo de la secuencia y estructura del péptido de RGD, la especificidad de la
inhibicién puede alterarse para dirigir las integrinas especificas.

Para andlisis sobre el sitio de reconocimiento de RGD, véase Pierschbacher y col.,
Nature, 309: 30-33 (1984) y Pierschbacher y col., Proc. Natls. Acad. Sci. USA, 81: 5985-
5988 (1984). Diversos polipéptidos de RGD de especificidad de integrina variable también
han sido descritos por Grant y col., Cell, 58: 933-943 (1989), Cheresh, y col., Cell, 58:
945-953 (1989), Aumailley y col., FEBS Letts., 291: 50-54 (1991), y Pfaff y col., J. Biol.
Chem., 269: 20233-20238 (1994), y en las Patentes de Estados Unidos numeros
4.517.686, 4.578.079, 4.589.881, 4.614.517, 4.661.111, 4.792.525, 4.683.291, 4.879.237,
4.988.621, 5.041.380 y 5.061.693.

La angiogénesis es un proceso de vascularizacion de tejidos que implica el crecimiento
de nuevos capilares sanguineos en desarrollo en un tejido, y se denomina también
neovascularizacion. El proceso estd mediado por la infiltracion de células endoteliales y
células de musculo liso. Se cree que el proceso tiene lugar en una cualquiera de tres
formas: los vasos o capilares pueden surgir de vasos preexistentes; desarrollo de novo
de vasos pueden surgir de células precursoras (vasculogénesis); o vasos pequefios
existentes pueden aumentar de didmetro. Blood y col., Bioch. Biophys. Acta, 1032: 89-
118 (1990). Se sabe que las células endoteliales vasculares contienen al menos cinco
integrinas dependientes de RGD, incluyendo el receptor de vitronectina (a,fs 0 ayBs), los
receptores de colageno tipos | y IV 1B1), el receptor de laminina (a,B1), el receptor de
fibronectina/laminina/colageno (asB:) y el receptor de fibronectina (aspB). Davis y col., J.
Cell. Biochem., 51: 206-218 (1993). Se sabe que la célula de musculo liso contiene al
menos seis integrinas dependientes de RGD, incluyendo, asB1, avBs y avps.

La angiogénesis es un proceso importante en el desarrollo neonatal, pero también es
importante en la cicatrizacion de heridas y en la patogénesis de una gran diversidad de
enfermedades clinicamente importantes incluyendo inflamacién de tejidos, artritis,
crecimiento tumoral, retinopatia diabética, degeneracion macular por neovascularizacién
de la retina y afecciones similares. Estas entidades clinicas asociadas a la angiogénesis
se denominan enfermedades angiogénicas. Folkman y col., Science, 235: 442-447
(1987). La angiogénesis esta por lo general ausente en tejidos adultos o maduros,
aunque se produce en la curacion de heridas y en el ciclo de crecimiento del cuerpo
liteo. Véase, por ejemplo, Moses y col., Science., 248: 1408-1410 (1990).
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Se ha propuesto que la inhibicion de la angiogénesis seria una terapia Gtil para restringir
el crecimiento tumoral. La inhibicién de la angiogénesis se ha propuesto por (1) inhibicion
de la liberaciébn de las “moléculas angiogénicas” tales como el bFGF (factor de
crecimiento de fibroblastos basico), (2) neutralizacion de moléculas angiogénicas, tal
como mediante el uso de anticuerpos anti-BbFGF, y (3) inhibidin de la respuesta de
células endoteliales a estimulos angiogénicos. Esta Ultima estrategia ha recibido
atenciéon, y Folkman y col.,, Cancer Biology, 3: 89-96 (1992), han descrito varios
inhibidores de respuesta de células endoteliales, incluyendo el inhibidor de la colagenasa,
inhibidores del recambio de membrana basal, esteroides angiostaticos, los inhibidores de
la angiogénesis derivados de hongos, factor 4 de plaquetas, trombospondina, farmacos
contra artritis tales como penicilamina D y tiomalato de oro, analogos de la vitamina D,
interferén alfa, y similares que podrian usarse para inhibir la angiogénesis. Para otros
inhibidores propuestos de angiogénesis, véase Blood y col., Bioch. Biophys. Acta., 1032:
89-118 (1990), Moses y col., Science, 248: 1408-1410 (1990), Ingber y col., Lab. Invest.,
59: 44-51 (1988), y las Patentes de estados Unidos nimeros 5.092.885, 5.112.946,
5.192.744, y 5.202.352. Ninguno de los inhibidores de la angiogénesis descritos en las
referencias anteriores esta dirigido a la inhibicién de ayfs.

También se han descrito péptidos que contienen RGD que inhiben el receptor fs; de
vitronectina. Aumailley y col., FEBS Letts., 291: 50-54 (1991), Choi y col., J. Vasc. Surg.,
19: 125-134 (1994), Smith y col., J. Biol. Chem., 265: 12267-12271 (1990), y Pfaff y col.,
J. Biol. Chem., 269: 20233-20238 (1994). Sin embargo, la funcion de la integrinaa 3 en
la angiogénesis no se ha sugerido ni identificado nunca hasta la presente invencion.

Por ejemplo, Hammes y col., Nature Med., 2: 529-553 (1996) confirmaron los hallazgos
de la presente invencion. Especificamente, la publicacibn muestra que los péptidos
ciclicos, incluido RGDfV ciclico, la estructura y la funcion del dltimo de los que se han
descrito anteriormente en las solicitudes de prioridad sobre la que se basa la presente
solicitud, inhibieron la neovascularizacién retinal en un modelo de neovascularizacién
retinal inducida por hipoxia en ratén. En un estudio separado que también respalda la
presente invencién asi como las solicitudes de prioridad, Luna y col., Lab. Invest., 75:
563-573 (1996) describieron dos péptidos particulares que contenian RGD metilado
ciclico que eran parcialmente eficaces en la inhibicidon de la neovascularizacion retinal en
el modelo de retinopatia isquémica inducida por oxigeno en ratén. Por el contrario, los
péptidos de la presente invencion exhiben inhibiciobn practicamente completa de la



10

15

20

25

30

35

ES 2 348 462 T3
4

neovascularizacion en los sistemas de los modelos descritos en el presente documento.

La inhibicibn de la adhesién celular in_vitro usando anticuerpos monoclonales
inmunoespecificos para diversas subunidades o [ de integrinas ha implicado al

receptor ayf; de vitronectina en la adhesion celular de una diversidad de tipos de células
incluyendo células endoteliales microvasculares. Davis y col., J. Cell. Biol., 51: 206-218
(1993). Ademas, Nicosia y col., Am. J. Pathol., 138: 829-833 (1991), describieron el uso
del péptido RGD, GRGDS, para inhibir in vitro la formacién de “microvasos” de aorta de

rata cultivada en gel de coldgeno. Sin embargo, la inhibicion de la formacién de
“microvasos” in vitro en cultivos de gel de colageno no es un modelo para la inhibicién de

la angiogénesis en un tejido debido a que no se muestra que las estructuras de
microvasos sean las mismas que los crecimientos capilares o que la formacion del
microvaso en el cultivo de gel de colageno sea lo mismo que el crecimiento neovascular
en un tejido intacto, tal como tejido artritico, tejido tumoral o tejido enfermo en el que es
deseable la inhibicion de la angiogénesis.

Para que tenga lugar la angiogénesis, las células endoteliales deben primero degradarse
y cruzar la membrana basal del vaso sanguineo de una manera similar a la usada por las

células tumorales durante la invasién y la formacion de metastasis.

Los autores de la presente invencion han informado previamente que la angiogénesis
depende de la interaccién entre las integrinas vasculares y las proteinas de matriz
extracelular. Brooks, y col., Science., 264: 569-571 (1994). Ademas, se ha informado que
la muerte celular programada (apoptosis) de las células vasculares angiogénicas se inicia
por la interaccion, que podria inhibirse por medio de ciertos antagonistas, de la integrina
ayfs vascular. Brooks y col., Cell, 79: 1157-1164 (1994). Mas recientemente, los autores
de la presente invencién han informado que la unién de la metaloproteinasa-2 de matriz
(MMP-2) al receptor de vitronectina (ayfs) puede inhibirse usando antagonistas de avf35,
y de este modo puede inhibirse la funcién enzimatica de la proteinasa. Brooks y col., Cell,
85: 683-693 (1996).

Aparte de los estudios resefiados en el presente documento, los solicitantes no son
conscientes de ninguna otra demostracion de que la angiogénesis pudiera inhibirse en un
tejido usando inhibidores de adhesién celular. En particular, nunca se ha demostrado
previamente que la funcion dea £z se requiera para la angiogénesis en un tejido o que



10

15

20

25

30

35

ES 2348 462 T3
5

los antagonistas de a3 puedan inhibir la angiogénesis en un tejido.

Breve descripcion de la invencion

La divulgacién de la presente invencion demuestra que la angiogénesis en los tejidos
requiere la integrina ayfBs3, Y que los inhibidores de ay; pueden inhibir angiogénesis. La
divulgacion también demuestra que los antagonistas de otras integrinas, tales como ;B3
o ayfB; no inhiben la angiogénesis, presumiblemente porque estas otras integrinas no son
esenciales para que tenga lugar la angiogénesis.

La invencion describe por consiguiente compuestos para uso en la inhibicion de la
angiogénesis mediada por a3z en un tejido.

El tejido a tratar puede ser cualquier tejido en el que es deseable la inhibiciébn de la
angiogénesis, tal como tejido enfermo en el que esta teniendo Ilugar la
neovascularizacion. Los tejidos de ejemplo incluyen tejidos inflamados, tumores sélidos,
metastasis, tejidos que experimentan reestenosis y tejidos similares.

Un antagonista de ayf3; para uso en la presente invencién es capaz de unirse aa B3y de
inhibir de manera competitiva la capacidad de ayBs; de unirse a un ligando natural. El
antagonista de a3 €s un mimético organico de a ;s como se define en la reivindicacion
1.

Breve descripcion de los dibujos

En los dibujos que forman una parte de esta descripcion:

Las figuras 1 A-1 D ilustran la distribucion tisular de las subunidades de integrinaff sy
B1, en piel normal y en piel sometida a curacion de heridas denominada tejido de
granulacion. La inmunohistoquimica con anticuerpos pafa 3 y B; se realizé como se
describe en el Ejemplo 3A. Las Figuras 1A y 1B ilustran respectivamente la
inmunorreactividad de anti-B; en la piel normal y en el tejido de granulacion. Las Figuras
1C y 1D ilustran respectivamente la inmunorreactividad de anti-B; en la piel normal y en el
tejido de granulacion.
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Las Figuras 2A-2D ilustran la distribucion tisular de los ligandos factor von Willebrand y
laminina que se unen respectivamente a las subunidades de integrinas 3; y B; en la piel
normal y en la piel sometida a curacién de heridas denominada tejido de granulacion. La
inmunohistoquimica con anticuerpos para el factor von Willebrand (anti-vWF) y para
laminina (anti-laminina) se realiz6 como se describe en el Ejemplo 3B. Las Figuras 2A 'y
2B ilustran respectivamente la inmunorreactividad de anti-vWF en la piel normal y en el
tejido de granulacién. Las Figuras 2C y 2D ilustran respectivamente la inmunorreactividad

de anti-laminina en la piel normal y en el tejido de granulacion.

Las Figuras 3A-3D ilustran la distribucion tisular del receptor integrina de vitronectina,
ayPs, en biopsias de cancer de vejiga, cancer de colon, cAncer de mama y cancer de
pulmén, respectivamente. La inmunohistoquimica con el anticuerpo LM609 contra ayf3; se
realizé como se describe en el Ejemplo 3C.

La Figura 4 ilustra una microfotografia tipica de una CAM de esta invencidn desprovista
de vasos sanguineos en un embrion de pollo de 10 dias de edad sin tratar. La
preparacion se describe en el Ejemplo 5B.

Las Figuras 5A-5C ilustran la distribucion tisular de las integrhas ; y ayBs en la
preparacion de CAM de esta invencion.

La Figura 5A muestra la distribucion de la subunidadd ; en una preparacion de CAM de
10 dias de edad sin tratar segin se detecta por medio de inmunorreactividad con
inmunofluorescencia con CSAT, un anticuerpo anti-B;. La Figura 5B muestra la
distribucion del receptora s en una preparaciéon de CAM de 10 dias de edad segun se
detecta por medio de inmunorreactividad con inmunofluorescencia con LM609, un
anticuerpo anti-ayBs. La Figura 5C muestra la distribucion del recepto Bz en una
preparacion de CAM de 10 dias de edad tratada con bFGF segun se detecta por
inmunorreactividad con inmunofluorescencia con LM609, un anticuerpo anti-ayfs. Los
tratamientos y los resultados se describen en el Ejemplo 5C.

La Figura 6 ilustra la cuantificacion en un grafico de barras de la expresién relativa de
ayBs y B1 en las CAM de 10 dias de edad tratadas con bFGF como se describe en el
Ejemplo 6A. La intensidad de fluorescencia media se representa en el eje Y con los
perfiles de integrinas representados en el eje X.
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Las Figuras 7A-7C ilustran el aspecto de una CAM de 10 dias de edad sin tratar, una
CAM tratada con bFGF y una CAM tratada con TNFa, respectivamente, cuyos
procedimientos y resultados se describen en el Ejemplo 6A.

Las Figuras 8A-8E ilustran el efecto del tratamiento tépico con anticuerpos en la
angiogénesis inducida por bFGF en una CAM de 10 dias de edad como se describe en el
Ejemplo 7Al). La Figura 8A muestra una preparaciéon de CAM sin tratar que esta
desprovista de vasos sanguineos. La Figura 8B muestra la infiltracion de vasculatura
nueva en una area previamente desprovista de vasculatura inducida por el tratamiento
con bFGF. Las Figuras 8C, 8D y 8E muestran respectivamente los efectos de los
anticuerpos contra ; (anti-B1; CSAT), avBs (anti-ayfs; P3G2) y avBs (anti-ayfBz; LM609).

Las Figuras 9A-9C ilustran el efecto de la inyeccion intravenosa del péptido sintético
66203 en la angiogénesis inducida por tumores como se describe en el Ejemplo 7E2). La
Figura 9A muestra la ausencia de efecto inhibidor del tratamiento intravenoso con un
péptido del control (tumor tratado con péptido de control) en la angiogénesis resultante de
la induccién tumoral. La inhibicién de tal angiogénesis por la inyeccion intravenosa del
péptido 66203 (tumor tratado con RGD ciclico) se muestra en la Figura 9B. La ausencia
de efectos inhibidores o de citotoxicidad en los vasos maduros preexistentes tras la
infusién intravenosa del péptido 66203 en una area adyacente al area tratada del tumor
se muestra en la Figura 9C (CAM adyacente a tumor tratado con RGD ciclico).

Las Figuras 10A-10C ilustran el efecto de la aplicacion intravenosa de anticuerpos
monoclonales para la angiogénesis inducida por factores de crecimiento como se
describe en el Ejemplo 7B1). La Figura 10A muestra la angiogénesis inducida por bFGF
no expuesta al tratamiento con anticuerpos (control). No hubo inhibiciébn de la
angiogénesis cuando se traté una preparacion similar con el anticuerpo anti-ayBs P3G2
como se muestra en la Figura 10B. La inhibicion de la angiogénesis tuvo lugar con el
tratamiento con el anticuerpo anti- ay3; LM609 como se muestra en la Figura 10C.

Las Figuras 11A-11C ilustran el efecto en la angiogénesis embrionaria tras la aplicacion
tépica de los anticuerpos anti-integrina como se describe en el Ejemplo 7C. La
angiogénesis no resultd inhibida por el tratamiento de una CAM de 6 dias con los
anticuerpos anti-B; y anti-ayBs que se muestran respectivamente en las Figuras 11A y
11B. En cambio, el tratamiento con el anticuerpo anti-ayf; LM609 dio lugar a la inhibicién
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de la formacion de capilares sanguineos como se muestra en la Figura 11C.

La Figura 12 ilustra la cuantificacion del nimero de vasos que entran en un tumor en una
preparacion de CAM como se describe en el Ejemplo 7D1). El grafico muestra el nimero
de vasos representados en el eje Y resultante de la aplicacién topica de CSAT (anti-g1),
LM609 (anti- ayfs) o P3G2 (anti- ayBs).

Las Figuras 13A-13D ilustran una comparacion entre los pesos humedos de los tumores
7 dias después del tratamiento y los pesos iniciales de los tumores como se describe en
el Ejemplo 9Al)a. Cada barra representa la media + E.E. de 5-10 tumores por grupo. Los
tumores eran procedentes de preparaciones CAM de melanoma humano (M21-L) (Figura
13A), de carcinoma pancreéatico (Fg) (Figura 13B), de carcinoma del pulmén (UCLAP-3)
(Figura 13C), y de carcinoma de laringe (HEp3) (Figura 13D) y tratados por via
intravenosa con PBS, CSAT (anti-f1) o LM609 (anti-ayf33). Los graficos muestran el peso
del tumor representado en el eje Y resultante de la aplicacién intravenosa de CSAT (anti-
B1), LM609 (anti-ayB3s) 0 PBS como se indica en el eje X.

Las figuras 14A y 14B ilustran secciones histoldgicas de tumores tratados con anticuerpo
P3G2 (anti-ayBs) (Figura 14A) y con LM609 (anti-ayBs) (Figura 14B), y tefiidas con
hematoxilina y eosina como se describe en el Ejemplo 9AI)b. Segin se muestra en la
Figura 14A, los tumores tratados con el anticuerpo de control (P3G2) mostraron
numerosas células tumorales viables y en division activa como lo indican las figuras
mitoticas (puntas de flecha) asi como los mltiples vasos sanguineos (flechas) a través
del estroma del tumor. En cambio, se detectaron pocas, si acaso alguna, células
tumorales o vasos sanguineos viables en los tumores tratados con LM609 (anti-ayf3) en
la Figura 14B.

Las Figuras 15A-15E corresponden a tumores M21L tratados con péptidos como se
describe en el Ejemplo 9A2) y se presentan de la siguiente manera: Figura 15A, péptido
RAD ciclico de control (69601); Figura 15B, péptido RGD ciclico (66203); Figura 15C,
tejido adyacente a la CAM tomado de los mismos embriones tratados con péptido RGD
ciclico (66203) y aumento alto (13x) de los tumores tratados con el péptido RAD de
control (69601) en la Figura 15D o el péptido RGD ciclico (66203) en la Figura 15E. La
Figura 15D representa los vasos normales del tumor tratado con el péptido RAD de
control (69601). La Figura 15E representa ejemplos de vasos sanguineos rotos de



10

15

20

25

30

35

ES 2348 462 T3
9

tumores tratados con péptido RGD ciclico (66203) (flechas).

Las Figuras 16A-16E representan la inhibicibn de la angiogénesis por medio de
antagonistas de la angiogénesis en el ensayo del modelo de ojo de conejo in vivo como

se describe en el Ejemplo 10. La figura 16A y 16B representan la angiogénesis del ojo de
conejo en presencia de bFGF y del Acm P1F6 (anti-ayBs). Las Figuras 16C, 16D y 16E
representan la inhibicién de la angiogénesis del ojo de conejo en presencia de bFGF y del
Acm LM609 (anti-ayf3s).

La Figura 17 representa un diagrama de flujo de cémo se gener6 el modelo de ratén
quimérico ratén:ser humano in_vivo como se describe en el Ejemplo 11. Se reemplazé

una porcion de piel de un ratén SCID con prepucio neonatal humano y se dejo cicatrizar
durante 4 semanas. Después de la cicatrizacion del injerto, se inoculé el prepucio
humano con células tumorales humanas. Durante el siguiente periodo de 4 semanas, se
estableci6 un tumor que podia medirse, que comprendia un tumor humano con

crecimiento de vasculatura humana desde la piel humana hacia el tumor humano.

La Figura 18 ilustra el porcentaje de células individuales procedentes de las CAM
tratadas con Acm y tratadas con péptido y tefiidas con Apop Tag segun se determina por
el analisis FACS y como se describe en el Ejemplo 12. Las barras negras y punteadas
representan células de embriones tratados 24 horas y 48 horas antes del ensayo,
respectivamente. Cada barra representa la media + E.E. de tres réplicas. Las CAM se
trataron con Acm LM609 (anti-ayB3), o CSAT (anti-B;), o PBS. Las CAM se trataron
también con el péptido ciclico 66203 (ciclo-RGDfV, indicado como Péptido 203) o con el
péptido ciclico de control 69601 (ciclo-RADfV, indicado como Péptido 601).

Las Figuras 19A y 19B ilustran los resultados combinados de las suspensiones celulares
individuales de las CAM de embriones tratados con CSAT (anti-B;) (Figura 19A) o con
LM609 (anti-ayB3) (Figura 19B), tefiidas con Apop Tag y yoduro de propidio, analizado por
medio de FACS como se describe en el Ejemplo 12C. El eje Y representa la tincién de
Apop Tag en numeros de células (Apoptosis), el eje X representa la tincién de yoduro de
propidio (contenido de ADN). La linea horizontal representa la entrada negativa para la
tincion de Apop Tag. Los paneles izquierdo y derecho indican células de CAM de
embriones tratados con CSAT (anti-B;) (Figura 19A) y LM609 (anti-ayf3) (Figura 19B),
respectivamente. El andlisis del ciclo celular se realiz6 por medio del analisis de
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aproximadamente 8.000 episodios por condicion.

Las Figuras 20A-20C representan el tejido de CAM de embriones tratados con CSAT
(anti-B1) y las Figuras 20D-20F representan el tejido de CAM de embriones tratados con
LM609 (anti-ayBs) preparados como se describe en el Ejemplo 12C. Las Figuras 20A y
20D representan los tejidos tefiidos con Apop Tag y visualizados por fluorescencia (FITC)
superpuestos en una imagen de contraste de interferencia diferencial (D.l.C.). Las
Figuras 20B y 20E representan los mismos tejidos tefiidos con Acm LM609 (anti-ayBs) Yy
visualizados por fluorescencia (rodamina). Las Figuras 20C y 20F representan imagenes
combinadas de los mismos tejidos tefidos con Apop Tag y LM609 en las que la tincion
amarilla representa la colocalizacion. La barra representa 15 y 50 yM en los paneles
izquierdo y derecho, respectivamente.

La Figura 21 muestra el resultado de una inhibicion del ensayo de unién celular con el
péptido 85189 como se describe en el Ejemplo 4A. Los efectos del antagonista peptidico
se evaluaron sobre un intervalo de dosificacion de 0,001 a 100 uM segun se representa
en el eje X. La union celular se representa en el eje Y medida a una densidad Optica
(D.O.) de 600 nm. La unién celular se midi6 en superficies recubiertas con vitronectina
(lineas discontinuas) frente a superficies recubiertas con laminina (lineas continuas).

Las Figuras 22A y 22B muestran la secuencia consecutiva de ADNc de la MMP-2 de
pollo junto con la secuencia de aminoacidos deducida mostrada en la segunda linea. Las
lineas tercera y cuarta muestran respectivamente la secuencia de aminoacidos deducida
de la MMP-2 humana y de raton como se describe en el Ejemplo 4A. La secuencia de
ADNCc del pollo se presenta en ID. SEC. N° 29 junto con la secuencia de amino&cidos
codificada que también se presenta por separado como ID. SEC. N° 30. La numeracion
del primer nucleétido de la regién 5’ sin traducir y la region que codifica la secuencia de
proenzima que se muestra en la Figura 22A como numero negativo se presenta en
realidad como nimero 1 en el Listado de Secuencias haciendo que la ultima parezca mas
larga que la figura; sin embargo, la secuencia de nucleétidos en la figura es idéntica en
longitud y secuencia a la que se presenta en el listado con excepcion de la numeracion.
Por consiguiente, las referencias a la posicion de nucleotidos para la MMP-2 de pollo o
humana en la memoria descriptiva, tal como en los cebadores para uso en la
amplificacién de fragmentos de MMP-2, se basan en la posicion de los nucleétidos segun
se indica en la figura y no como se presenta en el Listado de Secuencias.
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La Figura 23 muestra los resultados en forma de grafico de barras de un ensayo de unién
al receptor en fase soélida para la union de MMP-2 yodada al a3 con y sin la presencia
de inhibidores como se describe ademéas en el Ejemplo 4B. Los datos se representan
como CPM unido en el eje Y frente a los diversos inhibidores potenciales y controles.

La Figura 24 muestra a especificidad de las composiciones de MMP-2 procedentes de
pollo para cualquiera de los receptores integrina ayBs y aB3 €n presencia de inhibidores
de MMP-2 como se describe ademas en el Ejemplo 4B. Los datos se presentan como se
describe en la leyenda en la Figura 23.

La Figura 25 muestra el efecto de la proteina de fusion MMP-2 (410-637) GST de pollo en
la angiogénesis inducida por bFGF como se describe en el Ejemplo 7A3). Las Figuras
25A-B y 25C-D muestran respectivamente los efectos del control (una proteina de fusién
gue contiene un fragmento no MMP-2) y de la proteina de fusién del fragmento de MMP-2
con GST.

Las Figuras 26 y 27 ilustran ambas, en forma de grafico de barras, el indice de
angiogeénesis (una medicion de puntos de ramificacion) de los efectos de la proteina de
fusion MMP-2 (410-637) GST de pollo (marcada CTMMP-2) frente al control (RAP-GST o
GST-RAP) en las CAM tratadas con bFGF como se describe en el Ejemplo 7A3). El
indice angiogénico se representa en el eje Y frente a los tratamientos separados en el eje
X.

La Figura 28 muestra los efectos de péptidos y de compuestos organicos en la
angiogénesis inducida por bFGF segun se miden por el efecto en los puntos de
ramificacion representados en el eje Y frente a los diversos tratamientos en el eje X,
incluidos bFGF solo y CAM tratadas con bFGF con los péptidos 69601 6 66203 y los
compuestos organicos 96112, 96113 y 96229, como se describe en los Ejemplos 7B y 14.

La Figura 29 muestra graficamente la respuesta a la dosis del péptido 85189 en la
inhibicion de la angiogénesis inducida por bFGF como se describe ademas en el Ejemplo
7B2) donde el numero de puntos de ramificacién se representa en el eje Y frente a la
cantidad de péptido administrado al embrién en el eje X.

La Figura 30 muestra la actividad inhibidora de los péptidos 66203 (marcado 203) y
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85189 (marcado 189) en la angiogénesis inducida por bFGF en el ensayo de CAM como
se describe en el Ejemplo 7B2). Los controles incluyeron CAM tratadas con bFGF sin
péptidos y el péptido 69601 (marcado 601). Los datos se representan como se describe
en la leyenda para la Figura 27.

Las figuras 31A-L muestran el efecto de diversos tratamientos frente a las preparaciones
de CAM no tratadas durante el transcurso del tiempo que comienza a las 24 horas y
finaliza a las 72 horas como se describe ademas en el Ejemplo 7B3). Las fotografias para
las categorias marcadas, bFGF, bFGF + MAID (tratado con bFGF seguido por exposicion
a la proteina de fusion MMP2 (2-4) GST de pollo) y bFGF + control (tratamiento con
bFGF seguido por MMP-2 (10-1) de pollo) se muestran respectivamente en las Figuras
31A-C, 31D-F, 31G-ly 31J-L.

Las figuras 32, 33 y 34 muestran respectivamente la reduccién en el peso del tumor para
los tumores UCLAP-3, M21-L y FgM tras la exposicion intravenosa al péptido de control
69601 y al antagonista 85189 como se describe ademés en el Ejemplo 9A. Los datos se
representan con el peso del tumor en el eje Y frente a los tratamientos con péptido en el
eje X.

La figura 35 ilustra el efecto de péptidos y de anticuerpos el en crecimiento tumoral del
melanoma en el modelo de ratén quimérico:ser humano como se describe ademas en el
Ejemplo 11B. Los péptidos evaluados incluyeron el control 69601 (marcado 601) y el
antagonista 85189 (marcado 189). El anticuerpo probado era LM609. El volumen del
tumor en mm?® se representa en el eje Y frente a los diversos tratamientos en el eje X.

Las Figuras 36A y B muestran respectivamente el efecto del antagonista 85189 (marcado
189) comparado con el péptido de control 69601 (marcado 601) en la reduccién del
volumen y el peso himedo de tumores M21L sobre un intervalo de dosificacion de 10, 50
y 250 ug/inyeccion como se describe ademas en el Ejemplo 11C.

Las Figuras 37A y 37B muestran la eficacia del péptido antagonista 85189 (marcado 189
con una linea continua y circulos rellenos) frente al péptido de control 69601 (marcado
601 en una linea discontinua y cuadrados abiertos) en la inhibicién del volumen del tumor
M21L en el modelo raton:humano con dos diferentes regimenes de tratamiento como se
describe ademés en el Ejemplo 11C. El volumen del tumor en mm? se representa en el
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eje Y frente a los dias en el eje X.

Las Figuras 38 a 42 ilustran de manera esquematica las diversas sintesis quimicas de
moléculas organicas de antagonistas deax B3 como se describe ademas en el Ejemplo
13.

Las Figuras 43 y 44 muestran los efectos de diversas moléculas organicas en la
angiogénesis inducida por bFGF en un ensayo de CAM como se describe ademas en el
Ejemplo 14. Los puntos de ramificacion se representan en el eje Y frente a los diversos
compuestos usados a 250 ug/ml en el eje X en la Figura 43 y a 100 ug/ml en la Figura 44.

Descripcion detallada de la invencién

A. Definiciones

Residuo de aminodcido: Un aminoacido formado tras la digestion quimica (hidrdlisis) de

un polipéptido en sus enlaces peptidicos. Los residuos de aminoacidos descritos en el
presente documento estan de preferencia en la forma isomérica “L”. Sin embargo, los
residuos en la forma isomérica “D” pueden sustituirse por cualquier residuo de
aminoacido L, con la condicion de que la propiedad funcional deseada esté retenida por
el polipéptido. NH, se refiere al grupo amino libre presente en el extremo amino terminal
de un polipéptido. COOH se refiere al grupo carboxi libre presente en el extremo carboxi
terminal de un polipéptido. Manteniendo la nomenclatura de polipéptidos convencional
(descrita en J. Biol. Chem., 243: 3552-3559 (1969) y adoptada en 37 CFR § 1.822 (b)
(2)), las abreviaturas para los residuos de aminoacidos se muestran en la siguiente tabla
de correspondencia:

TABLA DE CORRESPONDENCIA

SiIMBOLO AMINOACIDO
de 1lletra de 3 letras

Y Tyr tirosina

G Gly glicina

F Phe fenilalanina
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(continua)
Aminoacido

de 1 letra de 3 letras

M
A
S

X O W Z2 0 VD SESNMOI X T < AT

Met
Ala
Ser
lle
Leu
Thr
Val
Pro
Lys
His
GIn
Glu
Glx
Trp
Arg
Asp
Asn
Asx
Cys
Xaa

metionina
alanina

serina
isoleucina
leucina
treonina

valina

prolina

lisina

histidina
glutamina
acido glutamico
Glu y/o GIn
triptéfano
arginina

acido aspartico
asparagina
Asn y/o Asp
cisteina
desconocido/otro

Ademas los siguientes tienen los significados que se muestran a continuacion:

BOC
DCCI
DMF
OMe
HOBt

terc-butiloxicarbonilo

diciclohexilcarbodiimida

dimetilformamida

metoxi

1-hidroxibenzotriazol

Debe observarse que todas las secuencias de residuos de amino4cidos se representan

en el presente documento por medio de férmulas cuya orientacién izquierda y derecha

estan en la direccidn convencional del extremo amino terminal hacia el extremo carboxi
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terminal. Ademas, debe observarse que una linea en el comienzo o en el final de una
secuencia de residuos de aminoacido indica un enlace peptidico a una secuencia
adicional de uno o mas residuos de aminoacidos.

Polipéptido: Se refiere a una serie lineal de residuos de aminoacidos conectados unos a
otros por enlaces peptidicos entre el grupo amino alfa y el grupo carboxi de residuos de
aminodcidos contiguos.

Péptido: Como se usa en el presente documento se refiere a una serie lineal de no mas
de aproximadamente 50 residuos de aminoacidos conectados el uno al otro como en un

polipéptido.

Péptido _ciclico: Se refiere a un compuesto que tiene una estructura de anillo de

heteroatomos que incluye varios enlaces amida como en un péptido tipico. El péptido
ciclico puede ser un polipéptido lineal ciclizado (cabeza a cola) en el que un extremo N
terminal del péptido lineal ha formado un enlace amida con el carboxilato terminal del
péptido lineal, o puede contener una estructura de anillo en la que el polimero es
homodético o heterodético y comprende enlaces amida y/u otros enlaces para cerrar el
anillo, tales como puentes disulfuro, enlaces tioéster, tioamidas, guanidino, y similares.

Proteina: Se refiere a una serie lineal de mas de 50 residuos de aminoacidos conectados
el uno al otro como en un polipéptido.

Proteina de fusion: Se refiere a un polipéptido que contiene al menos dos dominios de

polipéptido diferentes unidos de manera operativa por medio de un enlace peptidico tipico
(“condensados”), en el que los dos dominios corresponden a péptidos que no se
encuentran condensados en la naturaleza.

Péptido_sintético: Se refiere a una cadena de residuos de aminoacidos unidos juntos

mediante enlaces peptidicos producida quimicamente que esta libre de proteinas de
origen natural y fragmentos de las mismas.

B. Consideraciones generales

La presente invencién se refiere generalmente al descubrimiento de que la angiogénesis
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estd mediada por el receptor a3 especifico de vitronectina, y que la inhibicién de la
funcién de a Bs inhibe la angiogénesis. Este descubrimiento es importante debido a la
funcién que desempefia la angiogénesis en una diversidad de procesos patologicos.
Inhibiendo la angiogénesis, se puede intervenir en la enfermedad, mejorar los sintomas, y
en algunos casos curar la enfermedad.

Cuando el crecimiento de vasos sanguineos nuevos es la causa de, o contribuye a, la
patologia asociada con una enfermedad, la inhibicion de la angiogénesis reducira los
efectos perjudiciales de la enfermedad. Los ejemplos incluyen artritis reumatoide,
retinopatia diabética, enfermedades inflamatorias, reestenosis, y similares. Cuando se
requiere el crecimiento de vasos sanguineos nuevos para soportar el crecimiento de un
tejido perjudicial, la inhibicion de la angiogénesis reducira el suministro de sangre al tejido
y por consiguiente contribuira a la reduccion de masa de tejido en los requerimientos de
suministro de sangre. Los ejemplos incluyen el crecimiento de tumores en los que la
neovascularizacion es un requerimiento continuo con el fin de que el tumor crezca mas
alld de unos pocos milimetros de espesor, y para el establecimiento de metastasis de
tumores solidos.

Los compuestos para uso segun la presente invencion son eficaces en parte gracias a
gue la terapia es altamente selectiva para la angiogénesis y no para otros procesos
biol6gicos. Como se muestra en los ejemplos, solamente el crecimiento de nuevos vasos
contiene ayBs sustancial, y por consiguiente los procedimientos terapéuticos no afectan
adversamente a los vasos maduros. Ademas, ayf3; no estd ampliamente distribuido en los
tejidos normales, sino se encuentra mas bien selectivamente en los vasos nuevos,
asegurando de ese modo que la terapia puede dirigirse selectivamente al crecimiento de

vasos nuevos.

Previo a los descubrimientos de la presente invencion, no se sabia que la angiogénesis, y
cualquiera de los procesos dependientes de la angiogénesis, podian inhibirse in vivo por
el uso de reactivos definidos en la reivindicacion 1 que antagonizan la funcién bioldgica
de ayfs.

C. Procedimientos para la inhibicién de la angiogénesis

La invencion proporciona compuestos, segun se definen en la reivindicacion 1, para uso
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en un procedimiento de inhibicion de la angiogénesis en un tejido, y por lo tanto la
inhibicién de episodios en el tejido que dependen de la angiogénesis. En general, los
compuestos se administran al tejido en una composicién que comprende una cantidad
inhibidora de la angiogénesis de dicho antagonista de os.

Como se describié anteriormente, la angiogénesis incluye una diversidad de procesos
que implican la neovascularizacién de un tejido que incluye “desarrollo de brotes”,
vasculogénesis, o agrandamiento de capilares, todos estos procesos de angiogénesis
estan mediados por y son dependientes de la expresion de ayfz;. Con excepcion de la
curacion de heridas traumaticas, formacion de cuerpo liteo y la embriogénesis, se cree
que la mayoria de los procesos de la angiogénesis estan asociados con procesos
patolégicos y por lo tanto el uso de los presentes procedimientos terapéuticos es
selectivo para la enfermedad y no tiene efectos secundarios perjudiciales.

Existe una diversidad de enfermedades en las que se cree que la angiogénesis es
importante, denominadas enfermedades angiogénicas, que incluyen pero no se limitan a,
trastornos inflamatorios tales como inflamacion inmune y no inmune, reumatismo articular
cronico y psoriasis, trastornos asociados con invasion inapropiada e inoportuna de
capilares tales como retinopatia diabética, glaucoma neovascular, reestenosis,
proliferacion capilar en placas ateroscleréticas y osteoporosis, y enfermedades asociadas
al cancer, tales como tumores sélidos, metastasis de tumores sélidos, angiofibromas,
fibroplasia retrolental, hemangiomas, sarcoma de Kaposi y canceres similares que
requieren neovascularizacién para soportar el crecimiento tumoral.

Por consiguiente, los procedimientos que inhiben la angiogénesis en un tejido enfermo
mejoran los sintomas de la enfermedad y, dependiendo de la enfermedad, pueden
contribuir a la curacion de la enfermedad. En una forma de realizacién, la invencion
contempla los compuestos segun se definen en la reivindicacibn 1 para uso en la
inhibicion de la angiogénesis, per se, en un tejido. La extension de la angiogénesis en un
tejido, y por consiguiente el grado de inhibicion alcanzado por los compuestos presentes,
pueden evaluarse mediante una diversidad de procedimientos, tales como se describen
en los ejemplos para detectar las estructuras de los capilares nacientes e inmaduros de
ayfs inmunopositivos mediante inmunohistoquimica.

Segun se describe en el presente documento, cualquiera de una diversidad de tejidos u
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o6rganos comprendidos por tejidos organizados, pueden soportar angiogénesis en
afecciones patoldgicas incluidos la piel, el musculo, el intestino, el tejido conectivo, las
articulaciones, los huesos y tejidos similares en los que los vasos sanguineos pueden

invadir tras los estimulos angiogénicos.

Por consiguiente, en una forma de realizacion relacionada, un tejido a tratar es un tejido
inflamado y la angiogénesis a inhibir es la angiogénesis del tejido inflamado donde esta
presente neovascularizacion del tejido inflamado. En esta clase de compuestos definidos
en la reivindicacion 1 estan contemplados compuestos para uso en la inhibicion de la
angiogénesis en tejidos artriticos, tales como en un paciente con reumatismo articular
cronico, tejido inflamado inmune y no inmune, en tejidos psoriaticos y similar.

El paciente a tratar segun la presente invencidon y en sus muchas de sus formas de
realizacion es deseablemente un paciente humano, aunque se entiende que los principios
de la invencion indican que la invencion es eficaz con respecto a todos los mamiferos,
que se pretende que estén incluidos en el término “paciente”. En este contexto, se
entiende que un mamifero incluye cualquier especie de mamifero en la que es deseable
el tratamiento de enfermedades asociadas con la angiogénesis, particularmente especies
de mamiferos de ganaderia y domésticos.

En otra forma de realizacién relacionada, un tejido a tratar es un tejido retinal de un
paciente con enfermedad retinal tal como retinopatia diabética, degeneracion macular o
glaucoma neovascular y la angiogénesis a inhibir es la angiogénesis del tejido retinal
donde est& presente neovascularizacién del tejido retinal.

En otra forma de realizacion relacionada, un tejido a tratar es un tejido tumoral de un
paciente con un tumor sélido, una metastasis, un cancer de piel, un cdncer de mama, un
hemangioma o angiofiboroma y cénceres similares, y la angiogénesis a inhibir es la
angiogénesis del tejido tumoral donde estd presente neovascularizacion de un tejido
tumoral. Los tejidos tipicos de tumores sélidos que pueden tratarse por los presentes
procedimientos incluyen tejidos de pulmén, pancreas, mama, colon, laringe, ovario y
similares. La angiogénesis de tejido tumoral de ejemplo y su inhibicion, esta descrita en
los Ejemplos.

La inhibicibn de la angiogénesis del tejido tumoral es una forma de realizacion
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particularmente de preferencia por la importante funcion que desempefia la
neovascularizacion en el crecimiento tumoral. En ausencia de neovascularizacion del
tejido tumoral, el tejido tumoral no obtiene los nutrientes necesarios, se retarda su
crecimiento, cesa el crecimiento adicional, remite y en Ultima instancia se vuelve

necroético dando como resultado la destruccién del tumor.

En otras palabras, la presente invencién proporciona compuestos para uso en un
procedimiento de inhibicién de la neovascularizacion del tumor al inhibir la angiogénesis
del tumor segun los presentes procedimientos. De manera similar, la invencion
proporciona compuestos inhibidores de la angiogénesis, para uso en la inhibicion del
crecimiento tumoral.

Los compuestos son también particularmente eficaces contra la formacion de metastasis
porque (1) su formacién requiere la vascularizacion de un tumor primario de modo que las
células del cancer metastatico puedan migrar fuera del tumor primario y (2) su
establecimiento en un sitio secundario requiere la neovascularizacion para dar soporte al
crecimiento de las metastasis.

En una forma de realizacion relacionada, la invencion contempla la puesta en practica de
los compuestos para uso en el procedimiento conjuntamente con otras terapias tales
como la quimioterapia convencional dirigida contra tumores sélidos y para el control del
establecimiento de la metastasis. El inhibidor de la angiogénesis se administrara
tipicamente durante o después de la quimioterapia, aunque es preferible inhibir la
angiogénesis después de un régimen de quimioterapia en momentos en que el tejido
tumoral esté respondiendo al asalto téxico induciendo angiogénesis para recuperar la
provision de un suministro de sangre y de nutrientes al tejido tumoral. Ademas, es
preferible administrar los compuestos para uso en la inhibicion de la angiogénesis
después de la cirugia en la que se han eliminado los tumores sélidos como profilaxis
contra la metastasis.

En la medida en que los compuestos son para uso en la inhibicibn de la
neovascularizacién tumoral, también pueden ser para uso en la inhibicién del crecimiento
del tejido tumoral, en la inhibicion de la formacion de metastasis del tumor y en la
regresion de tumores establecidos. Los Ejemplos demuestran la regresion de un tumor
establecido tras una Unica administracion intravenosa de un antagonista de ay[3; segun la
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presente invencion.

La reestenosis es un procedimiento de migracion y de proliferacién de células de musculo
liso (SMC) en el sitio de la angioplastia coronaria transluminal percutadnea que obstaculiza
el éxito de la angioplastia. La migracion y la proliferacion de SMC durante la reestenosis
puede considerarse un proceso de angiogénesis que es inhibido por los presentes
compuestos. Por consiguiente, la invencion también contempla compuestos para uso en
la inhibicibn de la reestenosis al inhibir la angiogénesis en un paciente tras los
procedimientos de angioplastia. Para la inhibicion de la reestenosis, el antagonista de
ayPs se administra tipicamente después del procedimiento de angioplastia durante desde
aproximadamente 2 hasta aproximadamente 28 dias, y mas tipicamente durante
aproximadamente los primeros 14 dias después del procedimiento.

Los presentes compuestos para uso en la inhibicion de la angiogénesis en un tejido, y por
consiguiente también para el tratamiento de enfermedades relacionadas con la
angiogénesis, deben administrarse a un tejido en el que esté produciéndose
angiogénesis, 0 que esté en riesgo de que se produzca, por el que los compuestos estén
en una composicion que comprenda una cantidad terapéuticamente eficaz de un
antagonista de ayf3; capaz de inhibir la unibnade Bs a su ligando natural. Por
consiguiente, los compuestos para uso en el procedimiento deben administrarse a un
paciente en una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién fisiolégicamente
tolerable que contenga un antagonista de a,.

Los intervalos de dosificacién para la administracion del antagonista de a,; dependen de
la forma del antagonista y de su potencia, como se describe ademas en el presente
documento, y son cantidades suficientemente grandes para producir el efecto deseado en
el que la angiogénesis y los sintomas de la enfermedad mediados por la angiogénesis
mejoran. La dosificacion no debe ser tan grande como para causar efectos secundarios
adversos, tales como sindromes de hiperviscosidad, edema pulmonar, insuficiencia
cardiaca congestiva, y similares. Por lo general, la dosificacién variara con la edad, la
condicion, el sexo y la extension de la enfermedad en el paciente y puede ser
determinada por un experto en la técnica. La dosificacion también puede ser ajustada por
el médico individual en caso de cualquier complicacion.

Una cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad del antagonista dea 3 suficiente
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para producir una inhibicion medible de la angiogénesis en el tejido tratado, es decir, una
cantidad inhibidora de la angiogénesis. La inhibicion de la angiogénesis puede medirse in
situ por inmunohistoquimica, como se describe en el presente documento, 0 por otros
procedimientos conocidos por el experto en la técnica.

En la medida en que el antagonista de a,f3; puede tomar la forma de cualquiera de cinco
mimeéticos organicos diferentes, como se define en la reivindicacién 1, debe apreciarse
que puede variar la potencia, y por consiguiente la expresion de una cantidad
“terapéuticamente eficaz”. Sin embargo, como se muestra por los presentes
procedimientos de ensayo, un experto en la técnica puede evaluar facilmente la potencia
de un antagonista de a3 para uso segun la presente invencion.

La potencia de un antagonista de af3; puede medirse por una diversidad de medios que
incluyen la inhibicién de la angiogénesis en el ensayo de CAM, en el ensayo del ojo de
conejo in_vivo, en el ensayo de raton quimérico:ser humano in_vivo, y midiendo la
inhibicién de la unién del ligando natural @ B3, todo como se describe en el presente
documento, y ensayos similares.

Un antagonista de a\fs de preferencia tiene la capacidad de inhibir sustancialmente la
unién de un ligando natural tal como fibrindbgeno o vitronectinaca B3 en disolucién en
concentraciones del antagonista inferiores a 0,5 micromolar (um), de preferencia
inferiores a 0,1 uM, y de mas preferencia inferiores a 0,05um. Por “sustancialmente” se
entiende que se observa al menos una reduccion del 50 por ciento en la union del
fibrinégeno por la inhibicion en presencia del antagonista de a3, y en el presente
documento al 50% de inhibicién se lo denomina valor Clsp.

Un antagonista de ayB; de mas preferencia exhibe selectividad par Bs; sobre otras
integrinas. Por consiguiente, un antagonista de ayBs: de preferencia inhibe
sustancialmente la union del fibrindbgeno aa B3 pero no inhibe sustancialmente la union
del fibrinégeno a otra integrina, tal coma f1, ovPs 0 q;pB3. Resulta particularmente de
preferencia un antagonista de a3 que exhiba una actividad Cls, 10 veces a 100 veces
inferior para inhibir la unién del fibrinbgeno ax s comparado con la actividad Clsq para
inhibir la unién del fibrindbgeno a otra integrina. Los ensayos de ejemplo para medir la
actividad Clsg para inhibir la unién del fibrinbgeno a una integrina se describen en los
Ejemplos.
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Una cantidad terapéuticamente eficaz de un antagonista dex [ se describe como una
cantidad de polipéptido tal que cuando se administra en una composicion
fisiologicamente tolerable es suficiente para alcanzar una concentracion en plasma de
desde aproximadamente 0,1 microgramos (ug) por mililitro (ml) hasta aproximadamente
200 ug/ml, de preferencia desde aproximadamente 1 ug/ml hasta aproximadamente 150
ug/ml. Basandose en un polipéptido que tiene una masa de aproximadamente 500
gramos por mol, la concentracion de preferencia en plasma en molaridad es desde
aproximadamente 2 micromolar (uM) hasta aproximadamente 5 milimolar (mM) y de
preferencia desde aproximadamente 100 uM hasta 1 mM del polipéptido antagonista. Es
decir, la dosificacion por peso corporal puede variar desde aproximadamente 0,1 mg/kg
hasta aproximadamente 300 mg/kg, y de preferencia desde aproximadamente 0,2 mg/kg
hasta aproximadamente 200 mg/kg, en una 0 mas administraciones de dosis diarias,
durante uno o varios dias.

El término “monodosis”, cuando se usa en referencia a una composicion terapéutica de la
presente invencion, se refiere a unidades fisicamente separadas como dosis unitaria para
el sujeto, conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de material activo
calculado para que produzca el efecto terapéutico deseado combinado con el diluyente
requerido; es decir, portador o vehiculo.

En una forma de realizacion de preferencia como se muestra en los Ejemplos, el
antagonista de o33 se administra en una Unica dosis intravenosa.

Las composiciones deben administrarse de una manera compatible con la formulacién de
dosificacién y en una cantidad terapéuticamente eficaz. La cantidad a determinar y los
tiempos dependen del sujeto a tratar, la capacidad del sistema del sujeto para utilizar el
ingrediente activo y el grado de efecto terapéutico deseado. Las cantidades exactas de
ingrediente activo que es necesario administrar dependen del juicio del médico y son
particulares para cada individuo. Sin embargo, en el presente documento se dan a
conocer intervalos de dosis adecuados para aplicacion sistémica y dependen de la ruta
de administracion. Los regimenes de administracion adecuados también son variables,
pero estan representados por una administracion inicial seguida por dosis repetidas en
intervalos de una o mas horas por una inyeccion posterior u otra administracion. Como
alternativa, esta contemplada la infusion intravenosa continua suficiente para mantener
las concentraciones en sangre en los intervalos especificados para las terapias in vivo.
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Como se demuestra por medio de los presentes Ejemplos, la inhibicion de la
angiogénesis y la regresion tumoral tienen lugar ya a los 7 dias tras la puesta en contacto
inicial con el antagonista. La exposicion adicional o prolongada al antagonista es de
preferencia durante 7 dias a 6 semanas, de preferencia de aproximadamente 14 a 28
dias.

En una forma de realizacion relacionada, los Ejemplos demuestran la relacion entre la
inhibicion de ayBs y la induccion de la apoptosis en las células de la neovasculatura que
llevan ayBs. Por consiguiente, también se describen compuestos para uso en los
procedimientos para la inhibicion de la apoptosis en la neovasculatura de un tejido. Por
consiguiente, los compuestos se usan sustancialmente como se describe en el presente
documento para la inhibicion de la angiogénesis en todos los tejidos y afecciones
descritos. La Unica diferencia notable es el tiempo en que se produce el efecto, que es
gue la apoptosis se manifiesta rapidamente, tipicamente aproximadamente 48 horas
después de entrar en contacto con el antagonista, mientras que la inhibicion de la
angiogénesis y la regresion tumoral se manifiestan mas lentamente, como se describe en
el presente documento. Esta diferencia afecta el régimen terapéutico en términos de
tiempo de administracién y efecto deseado. Tipicamente, la administracion para la
apoptosis de la neovasculatura puede ser durante 24 horas hasta aproximadamente 4
semanas, aunque resulta de preferencia la administracion durante 48 horas hasta 7 dias.

D. Composiciones terapéuticas

La presente invencién contempla las composiciones terapéuticas Utiles para poner en
practica los procedimientos terapéuticos descritos en el presente documento. Las
composiciones terapéuticas para uso segun la presente invencion contienen un vehiculo
fisiologicamente tolerable junto con un antagonista de Bs como se describe en el
presente documento, disuelto o disperso en el mismo como un ingrediente activo. En una
forma de realizacion de preferencia, la composicion terapéutica del antagonista de f3s
no es inmunogénica cuando se administra a un paciente mamifero o humano para fines
terapéuticos.

Como se usa en el presente documento, los términos “farmacéuticamente aceptable”,
“fisiolégicamente tolerable” y variaciones gramaticales de los mismos, referidos a

composiciones, vehiculos, diluyentes y reactivos, se usan indistintamente y representan
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gue los materiales son aptos para la administracion en o a un mamifero sin la produccion
de efectos fisioldgicos indeseables tales como nauseas, mareos, molestias gastricas y
similares.

La preparacion de una composicion farmacoldgica que contiene ingredientes activos
disueltos o dispersos en la misma se entiende bien en la técnica y no necesita estar
limitada basandose en la formulacion. Tipicamente tales composiciones se preparan
como inyectables o bien como disoluciones o suspensiones liquidas, sin embargo,
también pueden prepararse formas sélidas adecuadas para disolucién, o suspensiones,
en liquido antes del uso. La preparacién también puede emulsionarse.

El ingrediente activo puede mezclarse con excipientes que son farmacéuticamente
aceptables y compatibles con el ingrediente activo y en cantidades adecuadas para uso
en los procedimientos terapéuticos descritos en el presente documento. Los excipientes
adecuados son, por ejemplo, agua, disolucién salina, dextrosa, glicerol, etanol o similares
y sus combinaciones. Ademas, si se desea, la composicion puede contener cantidades
menores de sustancias auxiliares tales como agentes humectantes o emulsivos, agentes
tamponadores de pH y similares que potencian la eficacia del ingrediente activo.

La composicion terapéutica de la presente invencion puede incluir sales
farmacéuticamente aceptables de los componentes de las mismas. Las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen sales de adicién de &cido (formadas con grupos
amino libres del polipéptido) que se forman con &cidos inorganicos tales como, por
ejemplo, acidos clorhidrico o fosférico, o con &cidos organicos tales como acido acético,
tartdrico, mandélico y similares. Las sales formadas con los grupos carboxilos libres
también pueden proceder de bases inorganicas tales como, por ejemplo, hidroxidos de
sodio, de potasio, de amonio, de calcio o férrico, y bases orgénicas tales como
isopropilamina, trimetilamina, 2-etilamino etanol, histidina, procaina y similares.

Particularmente de preferencia son las sales de TFA y HCI cuando se usan en la
preparacion de antagonistas del polipéptido ciclico ayBs. Las sales representativas de
péptidos se describen en los Ejemplos.

Los vehiculos fisiologicamente tolerables son bien conocidos en la técnica. Los vehiculos
liquidos de ejemplo son disoluciones acuosas estériles que no contienen materiales
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ademas de los ingredientes activos y agua, 0 que contienen un tampén tal como fosfato
sbédico a un valor de pH fisiolégico, disolucién salina fisiolégica o ambos, tal como
disolucién salina tamponada con fosfato. Aun ademas, los vehiculos acuosos pueden
contener mas de una sal tampon, asi como sales tales como cloruros de sodio y de
potasio, dextrosa, polietilenglicol y otros solutos.

Las composiciones liquidas pueden también contener fases liquidas ademas de y con
exclusion del agua. Tales otras fases liquidas de ejemplo son glicerina, aceites vegetales
tales como aceite de semilla de algodén, y emulsiones agua-aceite.

Una composicion terapéutica contiene una cantidad inhibidora de angiogénesis de un
antagonista de ay; de la presente invencion, tipicamente formulado para contener una
cantidad de al menos 0,1 por ciento en peso de antagonista por peso de composicion
terapéutica total. Un porcentaje en peso es una relacion en peso del inhibidor a la
composicion total. Por consiguiente, por ejemplo, 0,1 por ciento en peso es 0,1 gramos
de inhibidor por 100 gramos de composicion total.

E. Antagonistas de la integrina ay;

La presente invencion se refiere a ciertos antagonestas de 3, denominados
“miméticos”, que poseen la capacidad de “imitar” un dominio de unién en el ligando de
ayPs implicado en la interaccion funcional del receptor y del ligando, y por consiguiente
interfieren con (es decir, inhiben) la funcion normal, para uso en la inhibicién de la
angiogénesis mediada por oy en un tejido.

Un mimético de esta invencién es una molécula con base organica y por consiguiente se
lo denomina mimético organico. Las moléculas de mimético organico que tienen efecto
como antagonistas de ayBs por ser un mimético para un ligandax de Bz son los
Compuestos 7, 9, 10, 12 y 14, segun se describen en el Ejemplo 10.

F. Procedimientos para ensayar el antagonismo de a,f8;

Estan disponibles una serie de procedimientos para ensayar el antagonismo de a,f3s.

El primer ensayo mide la inhibicién de la unién directa del ligando naturalea B3, ¥ una
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forma de realizacién de preferencia se describe en detalle en los Ejemplos. El ensayo
tipicamente mide el grado de inhibicion de la union de un ligando natural, tal como el
fibrindgeno, a ayfB; aislado en la fase sélida por ELISA.

El segundo ensayo mide la angiogénesis en la membrana corioalantoica de pollo (CAM) y
se denomina el ensayo de CAM. El ensayo de CAM ha sido descrito en detalle por otros,
y ademas se ha usado para medir tanto la angiogénesis como la neovascularizacion de
tejidos tumorales. Véase Ausprunk y col., Am. J. Pathol., 79: 597-618 (1975) y Ossonski y
col., Cancer Res., 40: 2300-2309 (1980).

El ensayo de CAM es un modelo de ensayo reconocido para angiogénesis in vivo porque

se produce la neovascularizacion del tejido entero. Los vasos sanguineos de embrién de
pollo reales se hacen crecer en la CAM o en el tejido desarrollado en la CAM.

Como se demuestra en el presente documento, el ensayo de CAM ilustra la inhibicion de
la neovascularizacion basandose tanto en la cantidad como en la extension de
crecimiento de nuevos vasos. Ademas, es facil controlar el crecimiento de cualquier tejido
transplantado tras la CAM, tal como un tejido tumoral. Finalmente, el ensayo es
particularmente util debido a que existe un control interno para evaluar la toxicidad en el
sistema de ensayo. El embrion de pollo se expone a cualquier reactivo de prueba y por
consiguiente, la salud del embrién es una indicacion de toxicidad.

El tercer ensayo que mide la angiogénesis es el modelo de ojo de conejo in vivo y se

denomina el ensayo de ojo de conejo. El ensayo de ojo de conejo se ha sido descrito en
detalle por otros y se ha usado ademéas para medir tanto la angiogénesis como la
neovascularizacién en presencia de inhibidores angiogénicos tales como la talidomida.
Véase, D’Amato, y col., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 91: 4082-4085 (1994).

El ensayo de ojo de conejo es un modelo de ensayo bien reconocido para la
angiogénesis in_vivo porque el proceso de neovascularizacién, ejemplificado por los

capilares sanguineos de conejo que crecen desde el borde de la cornea hacia el interior
de la cOrnea, se visualizan facilmente a través de la cérnea naturalmente transparente del
ojo. Ademas, tanto la extensién como la cantidad de estimulacion o inhibicion de la
neovascularizacion o regresion de la neovascularizacién pueden controlarse facilmente

durante el tiempo.
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Finalmente, el conejo se expone a cualquier reactivo de prueba y por consiguiente la
salud del conejo es una indicacién de la toxicidad del reactivo de prueba.

El cuarto ensayo mide la angiogénesis en el modelo de raton quimérico raton:ser
humano, y se denomina el ensayo de raton quimérico. El ensayo ha sido descrito en
detalle por otros, y se ha descrito ademas en el presente documento para medir la
angiogénesis, neovascularizacién y regresion de tejidos tumorales. Véase Yan y col., J.
Clin. Invest., 91: 986-996 (1993). El ensayo de ratén quimérico es un modelo de ensayo
uatil para la angiogénesis in vivo porque los injertos de piel transplantados se asemejan
mucho histolégicamente a la piel humana normal y tiene lugar la neovascularizacion del
tejido entero en el que se desarrollan capilares sanguineos humanos reales a partir de la
piel humana injertada en el tejido tumoral humano en la superficie de la piel humana
injertada. El origen de la neovascularizacion hacia el injerto humano puede demostrarse
por medio de tincién inmunohistoquimica de la neovasculatura con marcadores de células

endoteliales especificos humanos.

Como se demuestra en el presente documento, el ensayo de ratdn quimérico demuestra
la regresion de la neovascularizacion baséndose tanto en la cantidad como en la
extension de la regresion del crecimiento de capilares nuevos. Ademas, es facil controlar
los efectos en el crecimiento de cualquier tejido transplantado sobre la piel injertada, tal
como un tejido tumoral. Finalmente, el ensayo es util porque hay un control interno para
la toxicidad en el sistema de ensayo. El ratén quimérico se expone a cualquier reactivo de
prueba, y por consiguiente la salud del ratén es una indicacion de la toxicidad.

G. Articulo de fabricacion

También se describe un articulo de fabricacibn que es un envase etiquetado para
proporcionar un antagonista de ayfs para uso segun la invencién. Un articulo de
fabricacion comprende al material de envasado y a agente farmacéutico contenido dentro
del material de envasado.

El agente farmacéutico en un articulo de fabricacion es cualquiera de los antagonistas de
ayfs para uso segun la presente invencion, formulado en una forma farmacéuticamente
aceptable como se describe en el presente documento segun las indicaciones dadas a
conocer. El articulo de fabricaciéon contiene a cantidad de agente farmacéutico suficiente
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para uso en el tratamiento de una afeccion indicada en el presente documento, en
monodosis o en dosis multiples.

El material de envasado comprende una etiqueta que indica el uso del agente
farmacéutico contenido en el mismo, por ejemplo, para tratar afecciones asistidas por la
inhibicion de la angiogénesis, y afecciones similares que se dan a conocer en el presente
documento. La etiqueta puede incluir ademéas las instrucciones para el uso y la
informacion relacionada que puede ser necesaria para la comercializacion. El material de

empaquetado puede incluir envase(s) para el almacenamiento del agente farmacéutico.

Segun se utiliza en el presente documento, el término material de envasado se refiere a
un material tal como vidrio, plastico, papel, ldmina de metal, y similar capaz de mantener
dentro de medios fijjados un agente farmacéutico. Por consiguiente, por ejemplo, el
material de envasado pueden ser viales de plastico o de vidrio, sobres laminados y
envases similares utilizados para contener una composiciéon farmacéutica que incluye el
agente farmacéutico.

El material de envasado puede incluir una etiqueta que represente una expresion tangible

gue describa el contenido del articulo de fabricacion y el uso del agente farmacéutico
contenido en el mismo.

Eiemplos

Los siguientes ejemplos referidos a esta invencion son ilustrativos y no deben
considerarse, por supuesto, como limitantes especificamente de la invencién.

1. Preparacion de péptidos sintéticos (no es parte de la invencion)

a. Procedimiento de sintesis

Los polipéptidos lineales y ciclicos que se presentan en la Tabla | se sintetizaron usando
técnicas de sintesis convencionales en fase sélida como, por ejemplo, las descritas por
Merrifield, Adv. Enzymol., 32: 221-296 (1969), y Fields, G. B. y Noble, R, L. Int. J. Peptide
Protein Res., 35: 161-214 (1990).
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Dos gramos (g) de BOC-Gly-D-Arg-Gly-Asp-Phe-Val-OMe (ID. SEC. N° 1) se disolvieron
primero en 60 mililitros (ml) de metanol al que se le afiadieron 1,5 ml de disolucion de
hidréxido de sodio 2 N formando una mezcla. A continuacion, la mezcla se agit6 durante
3 horas a 20 grados centigrados (20 °C). Tras la evaporacion, el residuo se resuspendié
en agua y se acidifico hasta pH 3 con HCI diluido y se extrajo con acetato de etilo. El
extracto se sec6 sobre Na,SO,, se evapor6 nuevamente y el BOC-Gly-D-Arg-Gly-Asp-
Phe-Val-OH resultante (ID. SEC. N° 2) se agit6 a 20 °C durante 2 horas con 20 ml de HCI
2 N en dioxano. La mezcla resultante se evapord obteniendo H-Gly-D-Arg-Gly-Asp-Phe-
Val-OH (ID. SEC. N° 3) que se disolvié posteriormente en una mezcla de 1800 ml de
diclorometano y 200 ml de dimetilformamida (DMF) seguido por enfriamiento hasta 0 °C.

A continuacién, se afadieron de manera sucesiva con agitacion 0,5 g de
diciclohexilcarbodiimida (DCCI), 0,3 g de 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) y 0,23 ml de N-

metilmorfolina.

La mezcla resultante se agité durante otras 24 horas a 0 °C y a continuacién a 20 °C
durante otras 48 horas. La disolucion se concentrd y se traté con un intercambiador de
iones de lecho mixto para retirar las sales. Tras retirar la resina resultante mediante
filtracion, la disolucion transparente se evapor6 y el residuo se purificé por medio de
cromatografia dando como resultado la recuperacion de ciclo(-Gly-D-Arg-Gly-Asp-Phe-
Val) (ID. SEC. N° 4). Los siguientes péptidos que se presentan en la Tabla | usando las
abreviaturas de residuos de aminoacidos con el codigo de una letra Unica e identificados
por una designacion numérica de péptido, se obtuvieron de manera analoga: ciclo(Arg-
Gly-Asp-D-Phe-Val) (ID. SEC. N° 5); ciclo(Arg-Ala-Asp-D-Phe-Val) (ID. SEC. N° 6);
ciclo(Arg-D-Ala-Asp-Phe-Val) (ID. SEC. N° 9); ciclo(Arg-Gly-Asp-Phe-D-Val) (ID. SEC. N°
7); y ciclo(Arg-Gly-Asp-D-Phe-NMeVal) (la metilacion esta en el nitrégeno alfa-amino del
enlace amida del residuo valina) (ID. SEC. N° 15).

Un péptido designado como 66203, que tiene una secuencia idéntica a la del péptido
62184, solo diferia del ultimo por contener la sal HCI en lugar de la sal TFA presente en

62184. Lo mismo es cierto para los péptidos 69601 y 62185 y para 85189 y 121974.

b. Procedimiento de sintesis alternativa

i. Sintesis de ciclo-(Arg-Gly-Asp-DPhe-NMeVal). Sal de TFA
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Fmoc-Arg(Mtr)-Gly-Asp(OBut)-DPhe-NMeVal-ONa se sintetiza usando procedimientos en
fase sélida de tipo Merrifield afiadiendo de manera secuencial NMeVal, DPhe, Asp(OBut),
Gly y Fmoc-Arg(Mtr) en etapas a una resina de 4-hidroximetil-fenoximetil-poliestireno
(resina tipo Wang) (los procedimientos de sintesis de péptidos de tipo Merrifield
habituales se aplican como se describen en Houben-Weyl, 1.c., Volumen 15/11, P4ginas 1
a 806 (1974). La resina de poliestireno y los precursores de residuos de aminoacidos
estdn comercialmente disponibles de las compafiias quimicas Aldrich, Sigma o Fluka).
Tras completar la adicion secuencial de los residuos de aminoacidos, se elimina a
continuaciéon la resina de la cadena peptidica usando una mezcla 1.1 de
TFA/diclorometano que proporciona el producto Fmoc-Arg(Mtr)-Gly-Asp(OBut)-DPhe-
NMeVal-OH. El grupo Fmoc se elimina a continuacion con una mezcla 1:1 de
piperidina/DMF que proporciona el precursor bruto Arg(Mtr)-Gly-Asp(OBut)-DPhe-
NMeVal-OH que se purifica a continuacion por HPLC de la manera habitual.

Para la ciclizacion, una disolucién de 0,6 g de Arg(Mtr)-Gly-Asp(OBut)-DPhe-NMeVal-OH
(sintetizado anteriormente) en 15 ml de DMF (dimetilformamida; Aldrich) se diluye con 85
ml de diclorometano (Aldrich) y se afiaden 50 mg de NaHCOs. Tras enfriar en una mezcla
de hielo seco/acetona, se afladen 40 ul de difenilfosforil azida (Aldrich). Tras dejar en
reposo a temperatura ambiente durante 16 horas, se concentrd la disolucion. El
concentrado se filtra en gel (columna G10 Sefadex en isopropanol/agua 8:2) y a
continuacion se purifica por HPLC de la manera habitual. El tratamiento con TFA (&cido
trifluoroacético)/H,O (98:2) dio ciclo-(Arg-Gly-Asp-DPhe-NmeVal) x TFA que se purificé a
continuacion se purifico por HPLC de la manera habitual,

TR = 19,5; EM-BAR (M+H): 589

il. Sintesis de “sal interna”

La sal de TFA se elimina del péptido ciclico producido anteriormente suspendiendo el
ciclo(Arg-Gly-Asp-DPhe-NMeVal) x TFA en agua seguido por la evaporacion bajo vacio
para eliminar el TFA. El péptido ciclico formado se denomina “sal interna” y se desigha
ciclo(Arg-Gly-Asp-DPhe-NMeVal). El término “sal interna” se utiliza porque el péptido
ciclico contiene dos residuos cargados de manera opuesta que se equilibran el uno al
otro intraelectronicamente para formar una molécula general sin carga. Uno de los

residuos cargados contiene un resto acido y el otro residuo cargado contiene un resto
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amino. Cuando el resto acido y el resto amino estan en estrecha proximidad el uno con el
otro, el resto &cido puede ser desprotonado por el resto amino que forma una especie
carboxilato/sal de amonio con una carga general neutra.

iii. Tratamiento con HCI para dar ciclo-(Ara-Gly-Asp-DPhe-NMeVal) x HCI

Se disuelven 80 mg de ciclo-(Arg-Gly-Asp-DPhe-NMeVal) en HCI 0,01 M de cinco a seis
veces y se liofiliza después de cada operacion de disolucién. La purificacion posterior por
HPLC da ciclo-(Arg-Gly-Asp-DPhe-NMeVal) x HCI; EM-BAR (M+H): 589.

iv. Tratamiento con acido metanosulfonico para dar ciclo-(Arg-Gly-Asp-DPhe-NMeVal) x
MeSO§ﬂ

Se disuelven 80 mg de ciclo-(Arg-Gly-Asp-DPhe-NMeVal) en MeSO;H 0,01 M (acido
metanosulfénico) de cinco a seis veces y se liofiliza después de cada operacion de
disolucion. La posterior purificacion por HPLC da ciclo-(Arg-Gly-Asp-DPhe-NMeVal) x
MeSOzH; TR = 17,8; EM-BAR (M+H): 589.

Los procedimientos alternativos de ciclizacion incluyen la derivatizacion de las cadenas
de grupos laterales de un precursor aciclico del péptido con restos sulfhidrilo, y cuando se
exponen a condiciones de pH ligeramente mas alto que el fisiolégico normal (pH 7,5), se
forman enlaces disulfuro intramoleculares con otros grupos sulfhidrilo presentes en la
molécula formando péptido ciclico. Ademas, el resto carboxilato del extremo C terminal
de un precursor aciclico del péptido puede hacerse reaccionar con un resto sulfhidrilo
libre presente dentro de la molécula para producir los péptidos ciclizados con enlaces
tioéster.

En los ensayos de inhibicion de la angiogénesis como se describe en el Ejemplo 7, en los
gue se usaron péptidos sintéticos, el péptido 66203 en HCI fue ligeramente mas eficaz
para inhibir la angiogénesis que el péptido idéntico en TFA.

Tabla 1

Péptido Secuencia de ID. SEC. N°

aminoacidos

Designacion

62181 ciclo(GrGDFV) 4
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(continua)
Péptido Secuencia de ID. SEC. N°

aminoacidos
Designacion
62184 (66203*) ciclo(RGDfV) 5
62185 (69601%) ciclo(RADfV) 6
62187 ciclo(RGDFv) 7
62880 YTAECKPQVTRGDVF 8
62186 ciclo(RaDFV) 9
62175 ciclo(ARGDfL) 10
62179 ciclo (GRGDfL) 11
62411 TRQVVCDLGNPM 12
62503 GVVRNNEALARLS 13
62502 TDVNGDGRHDL 14
121974 (85189%) ciclo (RGD-NH,Me-V) 15
112784 ciclo (RGEf-NH,Me-V) 16
hump-2 (410-631)** 17
huMMP-2 (439-631)** 18
huMMP-2 (439-512)** 19
huMMP-2 (439-546)** 20
huMMP-2 (510-631)** 21
huMMP-2 (543-631)** 22
chMMP-2 (410-637)*** 23
chMMP-2 (445-637)*** 24
chMMP-2 (445-518)*** 25
chMMP-2 (445-552)*** 26
chMMP-2 (516-637)*** 27
chMMP-2 (549-637)*** 28

* Los péptidos designados con un asterisco estdn preparados en HCI y son idénticos en
secuencia al péptido designado en la misma linea; los péptidos sin asterisco estan preparados
en TFA. Las letras en minuscula indican un aminoacido D; las letras en mayuscula indican un
aminoacido L.

** | as secuencias de residuos de aminoacidos de MMP-2 humana para péptidos sintéticos
estan indicadas por las posiciones de residuos correspondientes mostradas en las Figuras 22A
y 22B. (MMP-2 se refiere a un miembro de la familia de enzimas metaloproteinasas de matriz).
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Las secuencias de MMP-2 humana se presentan con los residuos naturales de cisteina pero
no se presentan con los residuos de cisteina disefiados por ingenieria genética como se
describe para los péptidos de fusidén. Los residuos de aminoacidos naturales se sustituyeron
por residuos de cisteina no naturales en las posiciones de los residuos indicados para facilitar
la solubilidad de las proteinas sintéticas asi como de las proteinas de fusién expresadas y para
asegurar el plegamiento adecuado para la presentacion del sitio de union.

*** | as secuencias de residuos de aminoacidos de MMP-2 de pollo para los péptidos sintéticos
se indican por las posiciones de los residuos correspondientes que se muestran en las Figuras
22A y 22B. Las secuencias de MMP-2 de pollo se presentan con los residuos de cisteina
naturales pero no con los residuos de cisteina disefiados por ingenieria genética como se
describe para los péptidos de fusiébn como se describié anteriormente.

10

15

20

2. Anticuerpos monoclonales (no es parte de la invencion)

El anticuerpo monoclonal LM609 secretado por el hibridoma ATCC HB 9537 se produjo
usando procedimientos convencionales de hibridomas por inmunizacién con a3z aislado
adsorbido sobre perlas de Sefarosa-lectina de lenteja. El a3 se habia aislado de células
del melanoma humano designado M21, y el anticuerpo se produjo como esta descrito por
Cheresh y col., J. Biol. Chem., 262: 17703-17711 (1987). Las células M21 fueron
proporcionadas por el Dr. D. L. Morton (Universidad de California en Los Angeles, CA) y
se cultivaron en cultivos en suspension en medio de cultivo RPMI 1640 que contenia L-
glutamina 2 mM, sulfato de gentamicina 50 mg/ml y suero de ternera fetal al 10%.

Se ha mostrado que el anticuerpo monoclonal LM609 reacciona inmunolégicamente de
manera especifica con el complejo ayfs, y no reacciona inmunol6gicamente con la

subunidad ay, con la subunidad 35 ni con otras integrinas.

3. Caracterizacion de la distribucion tisular de la expresion de ayf3

A. Inmunofluorescencia con anticuerpos anti-receptores de integrina

Durante la cicatrizacion de heridas, las membranas basales de los vasos sanguineos
expresan varias proteinas adhesivas, que incluyen el factor von Willebrand, fibronectina y
fibrina. Ademas, varios miembros de la familia de integrinas de receptores de adhesion se
expresan sobre la superficie de células de musculo liso y endoteliales cultivadas. Véase,
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Cheresh, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94: 6471 (1987); Janat y col., J. Cell Physiol., 151:
588 (1992); y Cheng y col., J. Cell. Physiol., 139: 275 (1989). Entre estas integrinas esta
ayfs, el receptor de células endoteliales para el factor von Willebrand, fibrindgeno (fibrina)
y fibronectina como esta descrito por Cheresh, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 84:6471
(1987). Esta integrina inicia una via de sefiales dependiente de calcio que da lugar a la
migracién de células endoteliales, y por consiguiente parece desempefar una funcién
fundamental en la biologia de las células vasculares como esta descrito por Leavelsey y
col., J. Cell Biol., 121:163 (1993).

Para investigar la expresion de ay; durante la angiogénesis, se obtuvo tejido humano de
granulacion de heridas o piel normal adyacente de pacientes bajo consentimiento, se lavo
con 1 ml de disolucion salina tamponada con fosfato y se incluyé en medio O.T.C. (Tissue
Tek). Los tejidos incluidos se congelaron rapidamente en nitrdgeno liquido durante
aproximadamente 30 a 45 segundos. Se cortaron secciones de seis micrometros de
espesor de los bloques congelados en un micrétomo criostatizado para la posterior
tincion de inmunoperoxidasa con anticuerpos especificos para cualquiera de las
integrinas B3 (avBs 0 a;pP3) o la subfamilia de integrinas B;.

Los resultados de la tincién de piel humana normal y de tejido de granulacion de heridas
se muestran en las Figuras 1A-1D. Para el analisis inmunohistoquimico de las secciones
congeladas se usaron anticuerpos monoclonales AP3 y LM534, dirigidos a las integrinas
Bz y Bi1, respectivamente. Los experimentos con tejido de cuatro donadores humanos
diferentes dieron idénticos resultados. Las microfotografias se muestran con un aumento
de 300x.

La integrina ayBs; se expresé de manera abundante en los vasos sanguineos en el tejido
de granulacién (Figura 1B) pero no fue detectable en la dermis ni en el epitelio de la piel
normal del mismo donador (Figura 1A). Por el contrario, las integrinas 1 se expresaron
de manera abundante en los vasos sanguineos y en las células estromales tanto en la
piel normal (Figura 1C) como en el tejido de granulacién (Figura 1D) y, como se mostré
anteriormente segun esta descrito por Adams y col., Cell, 63: 425 (1991), en las células
basales dentro del epitelio.

B. Inmunofluorescencia con anticuerpos anti-ligando
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También se examind la presencia de los ligandos para las integrina@ s y 1, factor von
Willebrand y laminina, respectivamente, en otras secciones de humana normal y tejido de
granulacion preparadas anteriormente. El factor von Willebrand se localizé en los vasos
sanguineos en la piel normal (Figura 2A) y en el tejido de granulacién (Figura 2B),
mientras que la laminina se localizé en todos los vasos sanguineos asi como también en

la membrana basal epitelial en ambas preparaciones de tejidos (Figuras 2C y 2D).

C. Distribucion de anticuerpos anti-ayf3; en tejido canceroso

Ademas de los analisis anteriores, también se examinaron biopsias de tejido canceroso
de pacientes humanos para evaluar la presencia y la distribucién dex f33. Los tejidos se
prepararon como se describe en el Ejemplo 1, con excepcién de que se tifieron con el
anticuerpo monoclonal LM609 preparado en el Ejemplo 2, que es especifico para el
complejo del receptor integrina, ayfs. Ademas, los tumores también se prepararon para el
analisis histoldgico microscépico por medio de fijacion de ejemplos representativos de los
tumores en fijador Bulins durante 8 horas y cortes de secciones en serie y tincidon con
hematoxilina y eosina.

Los resultados de la tincion de inmunoperoxidasa de tejidos de cancer de vejiga, de
mama y de pulmoén se muestran en las Figuras 3A-3D, respectivamente. a,3; se expresa
de manera abundante solo en los vasos sanguineos presentes en las cuatro biopsias de
cancer analizadas y no se expresa en ninguna de las otras células presentes en el tejido.
Los resultados que se describen en el presente documento muestran por consiguiente
que el receptor integrina ayf; se expresa selectivamente en tipos de tejidos especificos, a
saber, tejidos granulados, metastasicos y otros tejidos en los que tiene lugar la
angiogénesis y en tejidos anormales en los que se ha detenido la formacion de nuevos
vasos sanguineos. Estos tejidos proporcionan por consiguiente una diana ideal para los
aspectos terapéuticos de la presente invencion.

4. |dentificacion de péptidos sintéticos especificos paraa y3; detectados por inhibicion de

unién celular y por un ensayo de unién de ligando a receptor (no es parte de la invencion)

A. Inhibicién de unién celular

Como un medio para determinar la especificidad de los antagonistas de la presente
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invencion por el receptor integrina, se llevaron a cabo los ensayos de inhibicion de unién
celular como se describe a continuacion.

Brevemente, células de la linea CS-1 de melanoma de hamster que carecen de expresion
de avB3 Yy ayBs se transfectaron primero con un plasmido para expresar la subunida@ 3
como fue descrito previamente por Filardo y col., J. Cell Biol., 130: 441-450 (1995). La
especificidad de los posibles antagonistas de a3 se determiné por la capacidad para
bloguear la unién de las células CS-1 que expresan ayf3; a placas recubiertas con VN o
laminina. Como un ejemplo de un ensayo tipico, los pocillos se recubrieron en primer
lugar con el sustrato a una concentracién de 10 ug/ml durante la noche. Tras aclarar y
bloquear con BSA al 1% desnaturalizado por calor en PBS a temperatura ambiente
durante 30 minutos, se mezcl6é el péptido 85189 (ID. SEC. N° 15) en un intervalo de
concentraciones de 0,0001 uM a 100 uM, por separado con células CS-1 para aplicar a
los pocillos con un nimero de células de 50.000 células/pocillo. Después de una
incubacién de 10-15 minutos a 37 °C, se desecho la disolucién que contenia las células y
los péptidos. A continuacién, se determind el nimero de células unidas tras la tincion con
cristal violeta al 1%. El cristal violeta asociado a las células se eluyé por la adicion de 100
microlitros (ul) de &cido acético al 10%. La adhesion celular se cuantificd por la medicién
de la densidad Optica del cristal violeta eluido a una longitud de onda de 600 nm.

Figura 21 muestra el resultado de un ensayo tipico con un antagonistacde (3, en el
presente documento, el péptido 85189. No se detectd ninguna inhibicion con el péptido
en superficies recubiertas con laminina. Por el contrario, se obtuvo la inhibiciébn completa
de la unidn en las superficies recubiertas con VN con una concentracion de péptido de 10
uM o superior, como se muestra con la curva de respuesta a las dosis.

Se realizaron ensayos similares con proteinas de fusion que contenian diversas regiones
de la proteina MMP-2. Los polipéptidos procedentes de MMP-2 incluyen regiones del
extremo C terminal de MMP-2 activas en la interaccion de unionacon Bs y, por
consiguiente, capaces de inhibir la activacion de MMP-2 y actividades asociadas. Estos
polipéptidos se preparan como polipéptidos sintéticos que tienen una secuencia
procedente del dominio C terminal de MMP-2 como se describe en el Ejemplo 1, o como
proteinas de fusién que incluyen todo o una porcién del dominio C terminal de MMP-2,
preparadas como se describe a continuacién. Las moléculas de MMP-2 C terminal se
presentan para secuencias especificas tanto de pollo como humanas.
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El dominio C terminal de MMP-2 procedente de pollo, también conocido como el dominio
de hemopexina inmediatamente contiguo a la region de bisagra, comprende los residuos
de aminoacidos 445-637 de MMP-2. La secuencia de nucleétidos completa y la
secuencia de aminoacidos codificados de MMP-2 de pollo se describen a continuacion.
La secuencia de nucledtidos y la secuencia codificada de aminoacidos de MMP-2
humana también se describen a continuacion. El dominio C terminal en MMP-2 humana
gue corresponde a la region de 445-637 de pollo comienza en el residuo de aminoacido
439 y termina con el 631 debido a seis residuos que faltan de la secuencia humana como
se muestra en las Figuras 22A y 22B. Ambos péptidos sintéticos C terminales de MMP-2,
de origen humano y de pollo para su uso en la préactica los procedimientos de la presente
invencion se presentan en la Tabla 1. Las secuencias de residuos de aminoécidos de los
péptidos sintéticos son las mismas que las generadas por las equivalentes de proteina de
fusion recombinante pero sin el componente de fusién de GST. Las proteinas de fusion
C terminales de MMP-2 procedentes tanto de pollo como de seres humano se preparan
como se describe a continuacion.

Una proteina de fusion de MMP-2 es un polipéptido quimérico que tiene una secuencia
del dominio C terminal de MMP-2 o una porcién del mismo fusionada (unida de manera
operativa por medio de enlace peptidico) a una proteina (de fusién) transportadora, tal
como la glutation sulfhidrilo transferasa (GST).

Para amplificar diversas regiones de MMP-2 de pollo y humana, se disefiaron secuencias
de cebadores en base a las secuencias de ADNc respectivas conocidas de MMP-2 de
pollo y humana. La hebra superior completa de la secuencia de nucleétidos del ADNc de
MMP-2 de pollo sin transformar, también conocida como progelatinasa, se muestra en las
Figuras 22A y 22B junto con la secuencia de amino&cidos deducida que se muestra en la
segunda linea (Aimes y col., Biochem. J., 300: 729-736, 1994). La tercera y cuarta lineas
de la figura muestran respectivamente la secuencia de aminoacidos de MMP-2 humana
(Collier y col., J. Biol, Chem., 263: 6579-6587 (1988)) y de ratén (Reponen y col., J. Biol.
Chem., 267: 7856-7862 (1992)). Los residuos idénticos se indican por medio de puntos,
mientras que los residuos diferentes se presentan por su nomenclatura de una letra
segun la IUPAC. Los residuos faltantes se indican mediante un guion. La numeracién de
los residuos de aminoacidos comienza desde el primer residuo de la proenzima,
presentandose los residuos del péptido sefial con nimeros negativos. La secuencia de
nucleétidos se numera en consecuencia. La iniciacién supuesta de la traduccion (ATG)



10

15

20

25

30

35

ES 2348 462 T3
38

estd marcada con tres puntas de flecha hacia adelante y la sefial de terminacion de la
traduccion (TGA) se indica por medio de un asterisco. Las secuencias amino terminales
para la proenzima y para la enzima activa de pollo figuran con diamantes y puntas de
flecha simples. Las secuencias de nucleétidos y de residuos de aminoacidos de
progelatinasa de pollo aparecen juntas como ID. SEC. N° 29 mientras que la secuencia
de residuos de aminoacidos codificados se presenta por separado como ID. SEC. N 30.

Los moldes para la generacién de regiones amplificadas de MMP-2 de pollo fueron: un
ADNCc que codificaba el polipéptido MMP-2 integral maduro de pollo, proporcionado por el
Dr. J. P. Quigley, de la Universidad Estatal de Nueva York en Stoney Brook, Nueva York
o un ADNc generado a partir de un molde de ARN celular total obtenido por técnicas
convencionales de una muestra escindida de tejido de la membrana corioalantoica de
pollo. Para este ultimo, el ADNc se obtuvo con transcriptasa inversa de MuLV y un
cebador especifico secuencia abajo para los nucledtidos del extremo 3'-terminal,
5ATTGAATTCTTCTACAGTTCAS3' (ID. SEC. N° 31), cuyos extremos 5 y 3 eran
respectivamente complementarios a los nucle6tidos 1932-1912 de la secuencia de MMP-
2 de pollo publicada. La reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
(RT-PCR) se realiz6 segun las especificaciones del fabricante para el Kit de PCR de ARN
GeneAmp (Perkin Elmer). El cebador también se disefi6 para contener un sitio de
restriccion de EcoRl interno.

A partir de cualquiera de los moldes de ADNc descritos anteriormente, se obtuvo una
serie de regiones C terminales de MMP-2 de pollo, teniendo cada una el residuo cisteina
natural en la posicion 637 en el extremo carboxi terminal, por PCR con el cebador 3’
presentado anteriormente (ID. SEC. N° 31) apareado con uno de una serie de cebadores
5’ que se presentan a continuacion. Las regiones amplificadas codificaron las siguientes
proteinas de fusion de MMP-2, que tienen secuencias correspondientes a las posiciones
de residuos de amino&cidos como se muestra en las Figuras 22A y 22B y también se
presentan en ID. SEC. N° 30: 1) 203-637 2) 274-637; 3) 292-637; 4) 410-637; 5) 445-637.
Los cebadores 5 o secuencia arriba para amplificar cada una de las regiones de
nucleétidos para codificar las proteinas de fusion de MMP-2 presentadas anteriormente
se disefiaron para codificar los sitios de inicio del polipéptido en posicién 3’ a un sitio de
restriccion de BamHI interno disefiado, es decir, introducido por PCR, para permitir la
unién direccional en los vectores de expresion pGEX-1AT o pGEX-3X. Los cebadores 5’
incluyeron las siguientes secuencias, los extremos 5 y 3’ que corresponden a las
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posiciones de nucleétidos 5’ y 3’ indicadas de la secuencia de MMP-2 de pollo, como se
muestra en la Figura 22A y 22B (la posicion de los residuos de aminoacidos de los sitios
de inicio también se indican para cada cebador): 1) Nucle6tidos 599-619, que codifican
un sitio de inicio 203 5’ATGGGATCCACTGCAAATTTCS’ (ID. SEC. N° 32); 2) Nucledtidos
809-830, que codifican un sitio de inicio 274 5GCCGGATCCATGACCAGTGTA3 (ID.
SEC. N° 33); 3) Nucle6tidos 863-883, que codifican un sitio de inicio 292
5'GTGGGATCCCTGAAGACTATG3' (ID. SEC. N° 34); 4) Nucleétidos 1217-1237, que
codifican un sitio 410 5’AGGGGATCCTTAAGGGGATTC3' (ID. SEC. N° 35); y 5)
Nucledtidos 1325-1345, que codifican un sitio de inicio 445
5'CTCGGATCCTCTGCAAGCACG3' (ID. SEC. N° 36).

Las regiones de nucleétidos indicadas del molde de ADNc se amplificaron posteriormente
durante 35 ciclos (temperatura de hibridacion 55 °C) segun las instrucciones del
fabricante para el sistema de PCR Expand High Fidelity (Boehringer Mannheim). Los
productos resultantes de la PCR se purificaron en gel, se digirieron con las enzimas de
restriccion BamHI y EcoRI y se volvieron a purificar antes de unirlos en el vector pGEX-
1AT o pGEX-3X (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia) que se habian digerido de manera
similar y también desfosforilado antes de la reaccién de union. La eleccion del plasmido
se baso en el marco de lectura necesario del producto de amplificacién. Las células
competentes de las cepas BSJ72 o BL21 de E. coli se transformaron con las
construcciones separadas por choque térmico. Las colonias resultantes se examinaron
para verificar la incorporacién del plasmido respectivo que codifica la proteina de fusién
de MMP-2 mediante PCR antes de la secuenciacion didesoxi de los clones positivos para
verificar la integridad de la secuencia codificadora introducida. Ademas, la verificacion de
la incorporacion del plasmido se confirmdé por medio de la expresion de la proteina de
fusion GST-MMP-2 del tamafio adecuado.

La purificacién de cada una de las proteinas de fusién de GST-MMP-2 recombinantes se
realizd usando cultivos inducidos por IPTG en fase logaritmica esencialmente como esta
descrito por el fabricante para el sistema GST Gene Fusion (Pharmacia Biotech). En
resumen, se lisaron las bacterias recuperadas por medio de ultrasonido y se incubaron
con detergente antes de aclarar e inmovilizar la proteina recombinante en glutation
acoplado a sefarosa 4B (Pharmacia Biotech). Después de un lavado exhaustivo, se
eluyeron las proteinas de fusion inmovilizadas por separado de la matriz de afinidad con
glutatiéon reducido 10 mM en Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 y se dializaron extensamente frente
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a PBS para eliminar el glutation residual antes de usar.

Los intentos previos para producir proteinas de fusion entre los residuos de MMP-2 de
pollo 445 y 637, que solo tenian un residuo de cisteina codificado, dieron como resultado
productos insolubles. Por consiguiente, para generar otras proteinas de fusion de MMP-2
solubles procedentes de la region C terminal que no incluyeran un residuo de cisteina
terminal endégeno como estaba presente en la proteina de fusién descrita anteriormente,
se introdujeron secuencias de nucledtidos en regiones de MMP-2 amplificadas para
codificar un residuo de cisteina, de ser necesario, dependiendo de la proteina de fusion
particular. Un residuo de cisteina esta naturalmente presente en la secuencia de MMP-2
de pollo en la posicion 446 y en la posicion de 637. En la secuencia humana, estas
posiciones corresponden respectivamente a 440y 631. Por consiguiente, las proteinas de
fusion se diseflaron para contener residuos de cisteina terminal disefiados en los
extremos amino o carboxi terminales de las secuencias de MMP-2 de pollo de interés,
para proporcionar los enlaces disulfuro con la cisteina que se presenta naturalmente en el
otro extremo, como lo exige la construccion.

Los cebadores de oligonucleétidos se disefiaron en consecuencia para permitir la
amplificacién de las regiones del extremo C terminal de MMP-2 de pollo para la expresion
de proteinas de fusion de MMP-2/GST solubles. Las regiones del extremo C terminal de
MMP-2 de pollo amplificadas incluyen las que codifican las posiciones de residuos de
aminoacidos 445-518, 445-552, 516-637 y 549-637. Para las proteinas de fusion que
contienen el residuo 517, se sustituyé una cisteina por el residuo de tirosina codificado
naturalmente para permitir la formacion del enlace disulfuro con cualquier cisteina en la
posicion del residuo 446 6 637. Para las proteinas de fusiébn que contienen el residuo
551, se sustituyd una cisteina por el residuo de triptéfano codificado naturalmente para
permitir la formacion del enlace disulfuro con cualquier cisteina codificada naturalmente
en la posicion del residuo 446 6 637.

Brevemente, la construccién del plasmido pGEX-3X que codifica la proteina de fusién
GST/MMP-2(410-637) recombinante preparada anteriormente se utilizé como molde para
la amplificacion segun el protocolo del fabricante para el Kit de PCR Expand High Fidelity
(Boehringer Mannheim) utilizando una serie de cebadores de oligonucleétidos, cuyo
disefio se bas6 en la secuencia de MMP-2 de pollo publicada (también se muestra en las
Figuras 22A y 22B). Un cebador secuencia arriba, disefiado para codificar un sitio de
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inicio de la proteina MMP-2 de pollo en la posicion 445 después de un sitio de restriccion
de la endonucleasa BamHI interno disefiado por ingenieria genética para su insercion en
el vector de GST PpGEX-3 X, tenia la secuencia de nucle6tidos (5
CTCGGATCCTCTGCAAGCACG?3 (ID. SEC. N° 37)). Los extremos 5" y 3’ del cebador
correspondian respectivamente a las posiciones 1325-1345 de la secuencia de MMP-2
de pollo en la figura. Otro cebador secuencia arriba, disefiado para codificar un sitio de
inicio de la proteina MMP-2 de pollo en la posicion 516 después de un sitio de restriccion
de BamHlI interno disefiado por ingenieria genética para su insercion en el vector de GST
pGEX-1AT y para codificar un residuo de cistéa en la posicion 517, tenia la secuencia

de nucledtidos (5’GCAGGATCCGAGTGCTGGGTTTATAC3 (ID. SEC. N° 38)). Los
extremos 5’ y 3’ del cebador correspondian respectivamente a las posiciones 1537-1562
de la secuencia de MMP-2 de pollo. Un tercer cebador secuencia arriba, disefiado para
codificar un sitio de inicio de la proteina MMP-2 de pollo en la posicién 549 después de
un sitio de restriccion de la endonucleasa EcoRI interno disefiado por ingenieria genética
para su insercion en el vector de GST pGEX-1AT y para codificar un residuo de cisténa

en la posicion 551, tenia la secuencia de nucleétidos
(5’ GCAGAATTCAACTGTGGCAGAAACAAGS' (ID. SEC. N° 39)). Los extremos 5’ y 3’ del
cebador correspondian respectivamente a las posiciones 1639-1665 de la secuencia de
MMP-2 de pollo.

Estos cebadores secuencia arriba se utilizaron por separado con uno de los siguientes
cebadores secuencia abajo que se presentan a continuacion para producir las regiones
anteriormente descritas del dominio C terminal MMP-2 de pollo. Un primer cebador
secuencia abajo (complementario), disefiado para codificar un sitio de terminacion de la
proteina MMP-2 de pollo en la posicion 518, para codificar un residuo de cisteina en la
posicion 517 y para contener un sitio de restriccion de endonucleasa EcoRI interno para
su insercibn en un vector de GST, tenia la secuencia de nucleétidos
(5’ GTAGAATTCCAGCACTCATTTCCTGCS3' (ID. SEC. N° 40)). Los extremos 5" y 3’ del
cebador, escritos en direccion 5’-3’, eran respectivamente complementarios en parte a las
posiciones 1562-1537 de la secuencia de MMP-2 de pollo. Un segundo cebador
secuencia abajo, disefiado para codificar un sitio de terminacion de la proteina MMP-2 de
pollo en la posicién 552, para codificar un residuo de cisteina en la posicién 551 y para
contener un sitio de restriccion de endonucleasa EcoRI interno para su insercién en un
vector de GST, tenia la secuencia de nucleétidos
(5 TCTGAATTCTGCCACAGTTGAAGG3' (ID. SEC. N° 41)). Los extremos 5 y 3’ del
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cebador, escritos en direccion 5'-3’, eran respectivamente complementarios en parte a las
posiciones 1666-1643 de la secuencia de MMP-2 de pollo. Un tercer cebador secuencia
abajo, disefiado para codificar un sitio de terminacion de la proteina MMP-2 de pollo en la
posicion 637 y para contener un sitio de restriccion de endonucleasa EcoRI interno para
su insercibn en un vector de GST, tenia la secuencia de nucledtidos
(5’ATTGAATTCTTCTACAGTTCAZ (ID. SEC. N° 42)). Los extremos 5’ y 3’ del cebador,
escritos en direcciébn 5 -3’, eran respectivamente complementarios en parte a las
posiciones 1932-1912 de la secuencia de MMP-2 de pollo.

Las regiones del extremo carboxi terminal de MMP-2 de pollo delimitadas por los
anteriores cebadores secuencia arriba y secuencia abajo, utilizados en combinaciones
particulares para producir las proteinas de fusion conteniendo al menos un residuo de
cisteina disefiado por ingenieria genética como se describio anteriormente, se
amplificaron por separado durante 30 ciclos con una temperatura de hibridacion de 55 °C
de acuerdo con las instrucciones del fabricante para el sistema de PCR Expand High
Fidelity (Boehringer Mannheim). Los productos resultantes de la amplificacion se
purificaron por separado, se digirieron con enzimas de restriccion BamHI y/o EcoRI segun
fuera necesario, y se volvieron a purificar antes de la unién en el vector apropiado de la
proteina de fusion con GST, pGEX-3X 0 pGEX-1AT, como se indicd anteriormente por el
marco de lectura del cebador de oligonucleétidos secuencia arriba. Para unir los
productos amplificados de MMP-2, los vectores se digirieron de manera similar y se
desfosforilaron antes de la reaccion de unién. Las células competentes de la cepa BL21
de E. coli se transformaron por separado con las construcciones de vector conteniendo
MMP-2 resultantes por choque térmico. Las colonias resultantes se examinaron para
verificar la incorporacién del plasmido adecuado que codifica la proteina de fusion
mediante PCR y la produccion de la proteina de fusion-GST de tamafo adecuado antes
de la secuenciacién didesoxi de los clones positivos para verificar la integridad de la
secuencia codificadora introducida. La purificacién de las proteinas de fusion con GST se
realizd a continuacion usando cultivos inducidos por IPTG en fase logaritmica
esencialmente como se describié anteriormente para producir otras proteinas de fusion
GST-MMP-2.

Los resultados de los ensayos de inhibicion de la unién celular con diversas proteinas
MMP-2 de pollo, asi como con otros péptidos indican que MMP-2 intacta, la proteina de
fusion CTMMP-2(2-4) de los residuos 445-637 y el péptido 66203 (ID. SEC. N° 5), pero
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no MMP-2 (1-445) y el control de péptido 69601, inhibieron la adhesion de las células CS-
1 que expresan 33 a vitronectina pero no a laminina y, por consiguiente, inhibieron la
union del receptor de vitronectina (ayBs) a vitronectina al interferir con la actividad de
unién de a3 normal. Otras proteinas de fusion CTMMP-2 probadas, 7-1 de los residuos
274-637, 10-1 de los residuos 292-637 y 4-3 de los residuos 274-400 tuvieron menos
efecto en la adhesion celular en comparacién con 2-4.

Ademas de las proteinas de fusion MMP-2 GST de pollo que se han descrito
anteriormente, se produjeron dos proteinas de fusion MMP-2 GST humanas para
expresar las regiones de aminoacidos 203-631 y 439-631 del polipéptido de proenzima
MMP-2 humana madura. Las regiones indicadas corresponden respectivamente a las
regiones de MMP-2 de pollo 203-637 y 445-637. Las proteinas de fusibon MMP-2 GST
humanas se produjeron por PCR, como se describié anteriormente para las proteinas de
fusibn MMP-2 GST de pollo utilizando un molde de ADNc que codificaba el marco de
lectura abierto de MMP-2 humana completo proporcionado por el Dr. W. G. Stetler-
Stevenson en el National Cancer Institute, Bethesda, MD. Las secuencias de los
cebadores 5’ secuencia arriba se disefiaron en base a la secuencia de MMP-2 publicada
anteriormente (Collier y col., J. Biol. Chem., 263: 6579-6587 (1988)) y para codificar un
sitio de restriccion de EcoRI interno para permitir la insercion de los productos
amplificados en el vector adecuado.

Un cebador secuencia arriba, disefiado para codificar un sitio de inicio de la proteina
MMP-2 humana en la posicion 203 después de un sitio de restriccion interno de
endonucleasa EcoRI disefiado por ingenieria genética para su insercion en el vector de
GST pGEX-1AT, teria la secuencia de nucledtidos (5’'GATGAATTCTACTGCAAGTT3
(ID. SEC. N° 43)). Los extremos 5’ y 3’ del cebador correspondian respectivamente a las
posiciones 685-704 de la secuencia del marco de lectura abierto de MMP-2 humana. Otro
cebador secuencia arriba, disefiado para codificar un sitio de inicio de la proteina MMP-2
humana en la posicion 439 después de un sitio de restriccion de EcoRI interno disefiado
por ingenieria genética para su insercion en el vector de GST pGEX-1AT, teria la
secuencia de nucledtidos (5’CACTGAATTCATCTGCAAACA3 (ID. SEC. N° 44)). Los
extremos 5 y 3’ del cebador correspondian respectivamente a las posiciones 1392 y
1412 de la secuencia del marco de lectura abierto de MMP-2 humana.

Cada uno de los cebadores anteriores se utilizaron por separado con un cebador
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secuencia abajo, que tenia extremos 5 y 3’ respectivamente complementarios a las
bases 1998 y 1978 de la secuencia de MMP-2 humana que termina de manera distal al
marco de lectura abierto de MMP-2 y dirige la terminacién de la proteina después del
residuo de aminoacido 631. Los productos amplificados producidos expresaron las
proteinas de fusién que contenian los residuos de aminoacidos de MMP-2 humana 203-
631 (ID. SEC. N° 45) y 439-631 (ID. SEC. N° 18).

Los productos resultantes de la PCR se purificaron, se digirieron con EcoRI y se volvieron
a purificar para la unién en un plasmido pGEX-1AT que se digiri6 de manera similar y se
desfosforil6 antes de la reaccion de union. Las células se transformaron como se
describié anteriormente.

También se prepararon otras proteinas de fusion de MMP-2 humana conteniendo los
residuos de aminoacidos 410-631 (ID. SEC. N° 17), 439-512 (ID. SEC. N° 19), 439-546
(ID. SEC. N° 20), 510-631 (ID. SEC. N° 21) y 543-631 (ID. SEC. N° 22) como se describid
anteriormente para uso en los procedimientos de la presente invencion.

B. Ensayo de unién del ligando al receptor

Los péptidos sintéticos preparados en el Ejemplo 1 junto con las proteinas de fusién de
MMP-2 descritas anteriormente se cribaron ademas por medio de la medicion de su
capacidad para antagonizar la actividad de unién al receptor ayBs y a3 €n ensayos de
unién de ligandos purificados al receptor. El procedimiento para estos estudios de unién
ha sido descrito por Barbas y col., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 90: 10003-10007 (1993),
Smith y col., J. Biol. Chem., 265: 11008-11013 (1990) y Pfaff y col., J. Biol. Chem., 269:
20233-20238 (1994), cuyas descripciones se incorporan en el presente documento por
referencia.

En el presente documento se describe un procedimiento para identificar antagonistas en
un ensayo de unién de ligando al receptor en el que el receptor se inmoviliza en un
soporte solido y el ligando y antagonista son solubles: También se describe un ensayo de
unién de ligando al receptor en el que el ligando se inmoviliza en un soporte sélido y el
receptor y antagonistas son solubles.

En resumen, las integrinas purificadas seleccionadas se inmovilizan por separado en
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pocillos de microvaloracién de Titertek a una concentracion de recubrimiento de 50
nanogramos (ng) por pocillo. La purificacion de los receptores usados en los ensayos de
union de ligando al receptor se conocen bien en la técnica y se obtienen facilmente con
procedimientos familiares para los expertos en la técnica. Tras la incubacion durante 18
horas a 4 °C, se bloquearon los sitios de unién no especificos en la placa con 10
miligramos/mililitro (mg/ml) de albdmina sérica bovina (BSA) en disolucién salina
tamponada con Tris. Para los estudios de inhibicion, se probaron diversas
concentraciones de péptidos seleccionados de la Tabla | para evaluar la capacidad de
bloquear la union de vitronectina marcada con *?°| o fibrinégeno marcado con #| a los
receptores integrina, oyBs y apPs. Aunque estos ligandos muestran unién éptima para
una integrina particular, vitronectina para a3 y fibrindgeno para a,3s, la inhibicion de los
estudios de union usando péptidos para bloquear la unién de fibrinbgeno a cualquier
receptor permitié la determinacion exacta de la cantidad en micromoles (uM) del péptido
necesaria para lograr la inhibicion de la mitad de la maxima unién del receptor al ligando.
Los ligandos marcados radiactivamente se usaron en concentraciones de 1 nM y la union

se estimul6 por separado con péptidos sintéticos no marcados.

Tras una incubacion de tres horas, se elimind el ligando libre mediante lavado y el ligando
unido se detectd por medio de conteo gamma. Los datos de los ensayos en los que se
usaron péptidos ciclicos seleccionados, que se presentan en la Tabla 1, para inhibir la
union de los receptores y el fibrinbgeno marcado radiactivamente a los receptoresa 3 y
a3 inmovilizados por separado, fueron altamente reproducibles con el error entre
puntos de datos tipicamente inferior al 11%. Los datos de Cls, en micromoles (Clsg mM)
estan expresados como el promedio de puntos de datos por duplicado + la desviacion
estandar como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2
Péptido N° ayBs (Clso M) dypBs (Clso UM)
62181 1,96 £ 0,62 14,95+ 7,84
62184 0,05 + 0,001 0,525 £ 0,10
62185 0,885+ 0,16 100 £ 0,001
62187 0,05 + 0,001 0,26 + 0,056
62186 57,45+ 7,84 100 £ 0,001
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(continua)
Péptido N° aVB3 (CI50 uM) allbp3 (CI50 uM)
62175 1,05 + 0,07 0,63+0,18

62179 0,395+ 0,21 0,055 + 0,007

Por consiguiente, los péptidos ciclicos que contienen RGD o derivatizados con RGD,
62181, 62184, 62185 y 62187, teniendo cada uno un residuo de aminoacido D,
exhibieron inhibicion preferencial de la unién de fibrinbgeno con el receptor a\Bs, segun
se mide por la concentracion mas baja del péptido necesaria para la inhibicion de la mitad
del maximo en comparaciéon con la necesaria para el receptwr ,8s. En contraste, los
otros péptidos ciclicos que contienen RGD o derivatizados con RGD, 62186, 62175 y
62179, fueron menos eficaces en el bloqueo de la union de fibrinbgeno a B3 O
exhibieron inhibicién preferencial de la union de fibrinbgeno aa ,B3, en comparacion con
ayPs. Estos resultados son coherentes con los recientemente publicados por Pfaff, y col.,
J. Biol. Chem., 269: 20233-20238 (1994) en los que el péptido ciclico RGDEV (en el que
F indica un residuo de aminoacido D) inhibié especificamente la unién de fibrindgeno a la
integrina ayBz y no a las integrinas a;,Bs 0 asB;. Se realizé la inhibicion similar de los
ensayos de union con péptidos linealizados que tenian o carecian de un motivo RGD,
cuyas secuencias se obtuvieron de las secuencias de residuos de aminoacidos de la
subunidad ay del receptor, de la subunidad a, del receptor o del ligando vitronectina. Las
secuencias de los péptidos lineales, 62880 (residuos de aminoacidos 35-49 procedentes
de VN), 62411 (residuos de aminoacidos 676-687 procedentes de ay); 62503 (residuos
de aminoacidos 655-667 procedentes de ay) y 62502 (residuos de aminoacidos 296-306
procedentes de qy,), se presentan en la Tabla 1. Cada uno de estos péptidos se utilizé en
ensayos independientes para inhibir la unidn de vitronectina (VN) o de fibrindgeno (FG) a
apBs 0 ayBs. Los datos de Clsg en micromoles (Clso uM) de un ensayo individual para
cada experimento se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3
Peptido N°  aypB3 Clsg  (UM) @Bz Clsg  (UM)
FG VN FG VN
62880 4,2 0,98 <0,1 0,5
62411 >100 >100 >100 >100
62503 >100 >100 >100 >100

62502 90 5 >100 >100



10

15

20

25

30

35

ES 2348 462 T3
47

Los resultados de los ensayos de inhibicién de union de ligandos a receptores integrina
seleccionados con péptidos linealizados muestran que sélo el péptido 62880 fue eficaz
para inhibir la mitad de la maxima unién de FG o VN a ayf; segun se mide por la
concentracion mas baja de péptido necesaria para lograr la mitad de la maxima inhibicién
en comparacion con el receptom ,,83. Ninguno de los otros péptidos linealizados fue
eficaz en el bloqueo de la unién del ligando a a3 aunque el péptido 62502 fue eficaz en
el bloqueo de la union de VN a aBs.

En otros ensayos de union de ligando a receptor llevados a cabo como se describid
anteriormente, con la excepcion de que la deteccidén de la unién o de la inhibicién de la
misma fue con ELISA e IgG anti-conejo de cabra conjugada a peroxidasa, se mostré que
los ligandos VN, MMP-2 y fibronectina en un intervalo de 5-50 ng/pocillo y presentados en
orden de eficacia, se unen al receptor a,f33 inmovilizado mientras que el coldgeno no se
une. Ademas, se evaluo la capacidad de los péptidos para inhibir la unién de MMP-2 o
VN a ayfs; inmovilizado con los péptidos 69601 (ID. SEC. N° 6) y 66203 (ID. SEC. N° 5).
Solo el péptido 66203 fue eficaz para inhibir la unidon de cualquier sustrato al receptor
ayBs, mientras que el péptido 69601 de control no tuvo ningun efecto con ningun ligando.

La especificidad de la unién de MMP-2 a los receptores integrina se confirmé con un
ensayo de unién al receptor en fase sdlida en el que se mostré6 que MMP-2 yodada se
unia a ayBs y no a q;B3, que habian sido inmovilizados en una fase sélida (300 CPM
unidas frente a aproximadamente 10 CPM unidas). La capacidad de un péptido o de una
proteina de fusion procedentes de MMP-2 para inhibir la unién especifica de MMP-2 a
ayBsz se demostré en un ensayo comparable, cuyos resultados se muestran en la Figura
23. La proteina de fusion GST-CTMMP-2(445-637) (también denominada CTMMP-2(2-4))
preparada como se describié anteriormente, marcada GST-MAID, inhibié la unién de
MMP-2 yodada a a\s; mientras que GST sola no tuvo ningun efecto con niveles de CPM
unidas comparables a los pocillos que no recibieron ningun inhibidor (marcados NT). La
proteina de fusion de MMP-2 denominada CTMMP-2 (274-637), también conocida como
CTMMP-2(10-1), no inhibi6 la unibn de MMP-2 marcada a ay£3s.

La especificidad de la interaccion del receptor con antagonistas procedentes de MMP-2
se confirmd con ensayos de unién y de inhibicion de la unién en fase sélida. CTMMP-2(2-
4), marcada en la Figura 24 como [125I] GST2-4, se uni6é a a3 y no a q,;,Bs mientras que
CTMMP-2(10-1), marcada en la Figura 24 como [125]1] GST10-1, no se unié a ningdn
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receptor en el ensayo en fase sdélida in vitro. Ademas, el enlace de GST2-4 marcada tuvo

competencia por la GST2-4 sin marcar.

Por consiguiente, el ensayo de union del ligando al receptor descrito en el presente
documento puede usarse para detectar péptidos circulares y linealizados sintéticos que
exhiben especificidad selectiva para un receptor integrina particular, especificamente
ayBs, segun se utilizan como antagonistas del receptor de vitronectina (ayfs) en la puesta
en practica de la presente invencion.

5. Caracterizacion de la membrana corioalantoica de pollo (CAM) no tratada

A. Preparacion de la CAM

La angiogénesis puede inducirse sobre la membrana corioalantoica de pollo (CAM)
después de que la angiogénesis embrionaria normal haya dado como resultado la
formacion de vasos sanguineos maduros. Se ha mostrado que la angiogénesis se induce
en respuesta a citocinas especificas o fragmentos de tumores como esta descrito por
Leibovich y col., Nature., 329: 630 (1987) y Ausprunk y col., Am. J. Pathol., 79: 597
(1975). Las CAM se prepararon a partir de embriones de pollo para la posterior induccién
de angiogénesis e inhibicibn de la misma como se describe en los Ejemplos 6 y 7,
respectivamente. Los embriones de pollo de diez dias se obtuvieron de Mcintyre Poultry
(Lakeside, CA) y se incubaron a 37°C con humedad del 60%. Se realiz6 un agujero
pequefio a través de la cascara en el extremo del huevo directamente sobre el saco de
aire usando una pequefia broca manual (Dremel, Division de Emerson Electric Co.,
Racine, WI). Se perfor6 un segundo agujero en el lado ancho del huevo en una region
desprovista de vasos sanguineos embrionarios determinada previamente mirando al
trasluz el huevo. Se aplicé presién negativa al agujero original, que dio como resultado la
CAM (membrana corioalantoica) tirando hacia afuera la membrana de la cascara y
creando un saco de aire falso sobre la CAM. Se recorté una ventana de 1,0 centimetro
(cm) x 1,0 centimetro cuadrado a través de la cascara sobre la CAM descendida usando
una pequefia rueda dentada de modelo pequefio (Dremel). La ventana pequefia permitié
el acceso directo a la CAM subyacente.

La preparacion de la CAM resultante se us6 a continuacion a los 6 dias de
embriogénesis, un estadio marcado por la neovascularizacién activa, sin otro tratamiento
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a la CAM reflejando el modelo usado para evaluar los efectos en la neovascularizacién, o
se usoO a los 10 dias de embriogénesis, cuando al angiogénesis habia disminuido. La
Ultima preparaciéon se us6é, por consiguiente, en la presente invencion para inducir
angiogénesis renovada en respuesta al tratamiento con citocinas o al contacto con
tumores como se describe en el Ejemplo 6.

B. Histologia de la CAM

Para analizar la estructura microscépica de las CAM de embriones de pollo y/o tumores
humanos, que se habian extirpado de los embriones de pollo como se describe en el
Ejemplo 8, las CAM y los tumores se prepararon para realizar las criosecciones como se
describe en el Ejemplo 3A. Se cortaron secciones de seis micrometros (um) de espesor a
partir de bloques congelados en un microtomo con criostato para el analisis de
inmunofluorescencia.

La Figura 4 muestra una microfotografia tipica de un area desprovista de vasos
sanguineos de una CAM de 10 dias sin tratar. Como la angiogénesis en el sistema de
CAM disminuye en este estadio de la embriogénesis, el sistema es util en la presente
invencion para estimular la produccién de nueva vascularizacion a partir de vasos
existentes desde las areas adyacentes hacia las areas de la CAM que carecen de vasos
en ese momento.

C. Perfiles de integrina en la CAM detectados por inmunofluorescencia

Para observar la distribucion tisular de los receptores integrina en los tejidos de CAM, se
fijaron secciones congeladas de 6 um tanto de tejido tumoral como de tejidos de CAM de
embrién de pollo en acetona durante 30 segundos y se tifieron por inmunofluorescencia
con el Acm CSAT 10 microgramos/mililitros, un anticuerpo monoclonal especifico para la
subunidad B; de integrina como esta descrito por Buck y col., J. Cell Biol., 107: 2351
(1988) y se utilizaron de ese modo para controles, o Acm LM609 como se prepara en el
Ejemplo 2. A la tincién primaria le siguié una tincién con anticuerpo secundario anti ratén
de cabra marcado con rodamina 1:250 (Tago) para permitir la deteccién del producto de
inmunorreaccion primaria. A continuacion las secciones se analizaron con un microscopio
compuesto de inmunofluorescencia Zeiss.
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Los resultados del andlisis por inmunofluorescencia mostraron que los vasos sanguineos
maduros presentes en un embridn de pollo de 10 dias sin tratar expresaban la subunidad
B: de integrina (Figura 5A). Por el contrario en una seccidén en serie del tejido que se
muestra en la Figura 5A, no se reveld inmunorreactividad con LM609 (Figura 5B). Por
consiguiente, la integrina a3 detectada por el anticuerpo LM609 no se estaba
expresando activamente por los vasos sanguineos maduros presentes en un embrién de
pollo de 10 dias de edad sin tratar. Como se muestra en el modelo de CAM y en los
siguientes Ejemplos, mientras que los vasos sanguineos estan sufriendo nuevo
crecimiento en la embriogénesis normal o inducida por citocinas o tumores, los vasos
sanguineos estan expresandoa \Bs. Sin embargo, tras la neovascularizacion activa, una
vez que los vasos han interrumpido el desarrollo, la expresién det 3 disminuye hasta
niveles no detectables por medio del analisis de inmunofluorescencia. Esta regulacion de
la expresion de a B3 en los vasos sanguineos que sufren angiogénesis en contraste con
la ausencia de expresidn en los vasos maduros proporciona la capacidad exclusiva de la
presente invencion para controlar e inhibir la angiogénesis como se muestra en los
siguientes Ejemplos usando el sistema de ensayo de angiogénesis en CAM.

En otros perfiles, la metaloproteinasa MMP-2 y ayf3; se localizaron juntos en las células
endoteliales que sufrian angiogénesis tres dias después de la induccion con bFGF en el
modelo de CAM de 10 dias de edad. MMP-2 sélo se expresé minimamente en los vasos
que carecian del receptora 3. Ademéas, MMP-2 se localiz6 junto cona 5 en los vasos
sanguineos angiogénicos asociados a tumores M21-L in vivo (tumores resultantes de la
inyeccién de células de melanoma M21-L humano en la dermis de injertos de piel
humana crecidos en ratones SCID como se describe en el Ejemplo 11) pero no con los
vasos sanguineos preexistentes no asociados a tumores. También se obtuvieron
resultados similares de la asociacién selectiva de MMP-2 y ayBs; con tumores de
melanoma CS-1 portadores de ayfs; en el modelo CAM pero no con células CS-1
carentes de ayf3s.

6. Prueba de angiogénesis de CAM

A. Angiogénesis inducida por factores de crecimiento

Se ha mostrado que la angiogénesis se induce por citocinas o factores de crecimiento
como se describe en el Ejemplo 5A. En los experimentos descritos en el presente
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documento, la angiogénesis en la preparacion de CAM descrita en el Ejemplo 5 se indujo
de manera similar por los factores de crecimiento que se aplicaron por via topica sobre
los vasos sanguineos de la CAM como se describe en el presente documento.

La angiogénesis se indujo colocando un disco de filtro Whatman de 5 milimetros (mm) x 5
mm (papel de filtro Whatman N° 1) saturado con solucion salina equilibrada de Hanks
(HBSS, GIBCO, Grand Island, NY) o HBSS que contenia factor de crecimiento de
fibroblastos béasico recombinante (bFGF) (Genzyme Cambridge, MA) 150
nanogramos/mililitros (ng/ml) sobre la CAM de un embrion de pollo de 10 dias en una
region desprovista de vasos sanguineos y las ventanas de sellaron posteriormente con
cinta. En otros ensayos, bFGF 125 ng/ml resulté también eficaz para inducir el
crecimiento de vasos sanguineos. Para los ensayos en los que se evalué la inhibicién de
la angiogénesis con inyecciones intravenosas de antagonistas, la angiogénesis se indujo
primero con bFGF 1-2 ug/ml en medio de crecimiento de fibroblastos. La angiogénesis se
control6 por medio de fotomicroscopia después de 72 horas. Las CAM se congelaron
rapidamente después se fijaron secciones congeladas de 6um con acetona y se tiieron
mediante inmunofluorescencia como se describe en el Ejemplo 5C con 10 ug/ml de
anticuerpo monoclonal anti-B; CSAT o LM609.

La microfotografia de inmunofluorescencia de la Figura 5C muestra expresion aumentada
de ayB3 durante la angiogénesis inducida por bFGF en la CAM de pollo en contraste con
la ausencia de expresion dea B3 en una CAM de pollo sin tratar como se muestra en la
Figura 5B. ayf; se detecto faciimente en muchos (75% al 80%) de los vasos en las CAM
tratadas con bFGF. Ademas, la expresion def3 ; de integrina no cambié de la observada
en una CAM sin tratar ya que B; también fue facilmente detectable en los vasos
sanguineos estimulados.

La expresion relativa de integrinas Bs y B1 se cuantificé a continuacion durante la
angiogénesis inducida por bFGF por medio de analisis de imagen confocal con laser de
las secciones criostatizadas de la CAM. A continuacion se analizaron las secciones
tefiidas con un microscopio confocal laser Zeiss. Se seleccionaron veinticinco vasos
teflidos con LM609 y 15 tefiidos con CSAT (tamafio promedio — 1.200 mm?), intervalo de
350 a 3.500 mm?) de campos aleatorios y se midi6 la fluorescencia promedio de
rodamina para cada vaso por unidad de area en unidades arbitrarias por medio de
analisis de imagen confocal con laser. Los datos se expresan como la intensidad de



10

15

20

25

30

35

ES 2348 462 T3
52

fluorescencia media en unidades arbitrarias de vasos + error estandar (EE).

Los resultados graficados en la Figura 6 muestran que la tincion de Bs; estaba
significativamente aumentada (cuatro veces mayor) en las CAM tratadas con bFGF
segun se determina por la prueba de sumas de categorias de Wilcoxon (P < 0,0001)
mientras que la tincion dg81 no era significativamente diferente con el tratamiento de
bFGF.

El ensayo de CAM se us6 ademas para examinar el efecto de otro potente inductor de la
angiogénesis, el factor de necrosis tumoral alfa @)NFobre la expresn de las
integrinas B1y Bs. Se encontré que los discos de filtros impregnados con bFGF o TNk y
colocados sobre las CAM de embriones de 10 dias promovian la angiogénesis local
después de 72 horas.

Los resultados se muestran las microfotografias de las CAM sin tratar (Figura 7A),
tratadas con bFGF (Figura 7B) o tratadas con TNFa (Figura 7C). Los vasos sandneos
son facilmente evidentes tanto en las preparaciones tratadas con bFGF como en las
tratadas con TNFa pero no esin presentes en la CAM sin tratar. Por consiguiente, la
aplicacion tépica de un factor de crecimiento/citocina dio como resultado la induccion de
la angiogénesis a partir de vasos maduros en un area adyacente hacia un area
originalmente desprovista de vasos sanguineos. En vista de los vasos sanguineos
inducidos por bFGF y la expresién concomitantea 83 como se muestra en la Figura 5C,
el tratamiento de TNFa da como resultado actividades comparables.

Estos hallazgos indican que tanto en seres humanos como en pollo, los vasos
sanguineos implicados en la angiogénesis muestran expresion aumentada de 3. De
manera coherente con esto, la expresién de ayf3; en células endoteliales cultivadas puede
inducirse mediante diversas citocinas in vitro como esta descrito por Janat y col., J. Cell.
Physiol., 151: 588 (1992); Enenstein y col., Exp. Cell Res., 203: 499 (1992) y Swerlick y
col., J. Invest. Derm., 99: 715 (1993).

El efecto sobre la angiogénesis inducida por factores de crecimiento por medio de
anticuerpos e inhibidores peptidicos se presenta en los Ejemplos 7A 'y 7B.
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B. Angiogénesis embrionaria

La preparacion de CAM para evaluar el efecto de los inhibidores de la angiogénesis en la
formacion natural de la neovascularizacion embrionaria fue el embrién de pollo de 6 dias
como se describié anteriormente. En este estadio en desarrollo, los vasos sanguineos
estan sufriendo crecimiento nuevo y por consiguiente proporciona un sistema UGtil para
determinar si ayBs; participa en la angiogénesis embrionaria. El sistema de CAM se
preparé como se describié anteriormente con la excepcioén de que el ensayo se realizé en
el dia 6 embrionario en lugar del dia 10. El efecto sobre la angiogénesis embrionaria por
medio del tratamiento con anticuerpos y péptidos de la presente invencidén se presenta en
el Ejemplo 7C.

C. Angiogénesis inducida por tumores

Para investigar la funcién de ayBs en la angiogénesis inducida por tumores, se usaron
diversos fragmentos de melanoma y carcinoma humanos o,z negativos en el ensayo de
CAM que se desarrollaron previamente y se aislaron a partir de la CAM del embrién de
pollo de 17 dias como esta descrito por Brooks y col., J. Cell. Biol., 122: 1351 (1993) y
como se describe en el presente documento. Los fragmentos indujeron extensa

neovascularizacion en presencia de tampoén solo.

La angiogénesis se indujo en el sistema de ensayo de CAM mediante aposicién directa
de un fragmento de tumor sobre la CAM. La preparacion de la CAM de embrion de pollo
fue idéntica al procedimiento descrito anteriormente. En lugar de un disco de papel de
filtro, se coloc6 un fragmento de un peso de 50 miligramos (mg) a 55 mg de un tumor de
melanoma humano M21-L, de un tumor de carcinoma de pulmén humano UCLAP-3, de
un carcinoma pancreéatico humano de la linea celular FG (Cheresh y col., Cell 58:945-
953, 1989), o de un carcinoma de laringe humano de la linea celular HEp3, todos tumores
negativos para ayfs;, en la CAM en un area desprovista originalmente de vasos
sanguineos.

La linea celular M21-L de melanoma humano, la linea celular UCLAP-3 de carcinoma de
pulmén humano, la linea celular FG de carcinoma pancreatico, o la linea celular HEp3 de
carcinoma de laringe humano, todas negativas para a3, se usaron para desarrollar los
tumores humanos soélidos sobre las CAM de embriones de pollos. Una suspension
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individual de células de 8 x 10° células M21-L, UCLAP-3, y FB 0 5 x 10° células HEp3 se
aplicaron primero a las CAM en un volumen total de 30 pl de HBSS eséril. Las ventanas
se sellaron con cinta y los embriones se incubaron durante 7 dias para permitir el
crecimiento de lesiones tumorales humanas. Al final de los 7 dias, ahora un embrion de
17 dias, los tumores se extirparon nuevamente de la CAM y se recortaron sin tejido de
CAM circundante. Los tumores de cortaron en fragmentos de tumor de 50 mg a 55 mg
para uso en ensayos de angiogénesis o de crecimiento tumoral. Los fragmentos de tumor
se colocaron en un nueva serie de CAM de embriones de pollo de 10 dias como se
describe en el Ejemplo 6A en un area desprovista de vasos sanguineos.

Los tumores desarrollados in_vivo en las CAM de embrién de pollo se tifieron para la

expresion de ayBs; con el Acm LM609 como se describe en el Ejemplo 3A. No se observo
tincién especifica de las células tumorales indicando una ausencia de expresion de oyf3s.

Estas preparaciones de tumores de CAM se trataron posteriormente como se describe en
los Ejemplo 7D y 7E para medir los efectos de los anticuerpos y los péptidos sobre la
angiogénesis inducida por tumores. Las preparaciones de tumores de CAM se trataron
también como se describe en los Ejemplos 8, 9 y 12 para medir los efectos de los
anticuerpos y los péptidos en la regresién de tumores y en la apoptosis de vasos
sanguineos y células vasculares angiogénicos.

7. Inhibicién de la angiogénesis segun se mide en el ensayo de CAM

A. Inhibicion de la angiogénesis inducida por factor de crecimiento mediante aplicacion

topica de inhibidores

1) Tratamiento con anticuerpos monoclonales (no es parte de la invencién)

Para determinar si a,; desempefia una funcién activa en la angiogénesis, se colocaron
discos de filtro saturados con bFGF o TNFa sobre las CAM, a continuacion se anadieron
a la preparacion los anticuerpos monoclonales (también denominados Acm), LM609
(especifico paraa p3), CSAT (especifico par§1) o P3G2 o tanti P1F6 (ambos
especificos para ayBs).

La angiogénesis se indujo en las CAM de embriones de pollo de 10 dias por medio de
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discos de filtro saturados con bFGF. Los discos se trataron a continuacion con 50 ul de
HBSS que contenian 25 mg de Acm en un volumen total de 25 ul de HBSS estéril a 0, 24,
y 48 horas. A las 72 horas, se recogieron las CAM y se colocaron en una placa de petri
de 35 mm y se lavaron una vez con 1 ml de disolucion salina tamponada con fosfato. A
continuacion se analizé el lado del fondo del papel de filtro y el tejido de CAM en un
microscopio estéreo Olympus, con dos observadores de una manera de doble ciego. La
inhibicion de la angiogénesis se considero significativa cuando las CAM mostraban > 50%
de reduccion en la infiltracién de vasos sanguineos de la CAM directamente bajo el disco.
Los experimentos se repitieron cuatro veces por anticuerpo, con 6 a 7 embriones por
condicion.

Los resultados de los efectos del tratamiento con Acm sobre la angiogénesis inducida por
bFGF se muestran en las Figuras 8A-8B. En la Figura 8A se muestra una preparacion de
CAM desprovista de vasos sanguineos sin tratar para proporcionar una comparacion con
la induccion de vasos sanguineos con bFGF que se muestra en la Figura 8B y los efectos
en la misma por los Acm en las Figuras 8C-8E. Aproximadamente el 75% de estas CAM
tratadas con el Acm LM609 exhibieron > 50% de inhibicion de la angiogénesis como se
muestra en la Figura 8E, y muchas de estas aparecieron desprovistas de infiltracion por
vasos. En contraste, el control de tampoén (Figura 8A) y los discos tratados con los Acm
CSAT (Figura 8C) y P3G2 (Figura 8D) mostraron de manera coherente extensa
vascularizacion.

Se obtuvieron idénticos resultados cuando se indujo la angiogénesis con TNFa. Para
examinar los efectos de estos mismos anticuerpos sobre los vasos sanguineos maduros
preexistentes presentes del desarrollo de vasos normales adyacentes a las &reas
desprovistas de vasos, se colocaron discos de filtro saturados con los Acm en regiones
vascularizadas de las CAM de embriones de 10 dias que no recibieron aplicacion tépica
de citocina. Ninguno de los tres Acm afecto a los vasos preexistentes, segun se evalué
por medio de visualizacion bajo un microscopio estéreo. Por consiguiente, el Acm LM609
inhibi6é selectivamente sdlo el crecimiento de vasos sanguineos nuevos y no tuvo efecto
en los vasos sanguineos maduros presentes en las areas adyacentes. Este mismo efecto
se observo cuando la aplicacién de los péptidos sintéticos se realiz6 por via tdpica o
intravenosa como se describe en los Ejemplos 7A2) y 7E2), respectivamente.
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2) Tratamiento con péptidos sintéticos (no es parte de la invencion)

También se realizaron ensayos de CAM con péptidos sintéticos de esta invencion para
determinar el efecto de los péptidos ciclicos y linealizados sobre la angiogénesis inducida
por factor de crecimiento. Los péptidos se prepararon como se describe en el Ejemplo 1y
se presentaron 80 ug de gptido en un volumen total de b de HBSS esfil. La

solucion de péptido se aplicéd a la preparacion de CAM inmediatamente y después otra
vez a las 24 y 48 horas. A las 72 horas el papel de filtro y el tejido de CAM circundante se

diseccionaron y se observé como se describié anteriormente.

Los resultados de este ensayo revelados fueron similares a los que se muestran en las
Figuras 9A-9C, como se describe en el Ejemplo 7E2) en el que los péptidos sintéticos se
inyectaron por via intravenosa en vasos sanguineos inducidos por tumores. Aqui, con el
péptido de control, 62186, los vasos sanguineos inducidos por bFGF permanecieron sin
cambios como se muestra en la Figura 9A. En contraste, cuando se aplicé el péptido
RGD ciclico, 62814, al filtro, se inhibi6 la formacion de vasos sanguineos dejando un area
desprovista de vasculatura nueva. Este efecto fue similar en aspecto al que se muestra
en la Figura 9B como se describe en el Ejemplo 7E2) a continuacion. Ademas, como
también se muestra en la Figura 9C para los péptidos inyectados por via intravenosa, en
areas en las que estaban presentes vasos sanguineos maduros incluso distantes de la
localizacién del filtro saturado con factor de crecimiento, no se observé ningun efecto con
el tratamiento topico de los péptidos sintéticos en estos vasos periféricos. La actividad
inhibidora de los péptidos sobre la angiogénesis esta limitada, por consiguiente, a las
areas de angiogénesis inducida por factores de crecimiento y no tiene efecto sobre los
vasos maduros preexistentes adyacentes ni da lugar a citotoxicidad perjudicial en el area
circundante.

Se realizaron ensayos similares con los otros péptidos sintéticos preparados en el
Ejemplo 1y que se presentan en la Tabla 1.

3) Tratamiento con fragmentos de péptido MMP-2 (no es parte de la invencidn)

Para demostrar los efectos bioldgicos de los fragmentos de péptido MMP-2 en la
angiogénesis, se realizaron ensayos de CAM como se describié anteriormente con la
excepcion de que la angiogénesis se indujo con discos de filtro saturados durante 10
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minutos con bFGF a una concentracion de 1,0 ug/ml en HBS. A continuacién se
colocaron los discos sobre la CAM en un area con numero reducido de vasos
preexistentes. La proteina de fusion C terminal CTMMP-2(410-637) preparada como se
describi6é anteriormente, o la proteina de fusion asociada al receptor de GST de control
(RAP) (1,5 ug en 30 ul de HBSS) se aplicaron posteriormente por via topica al disco de
filtro una vez por dia durante un total de tres dias. Al final del periodo de incubacion, se
sacrificaron los embriones y el disco de filtro y el tejido de CAM subyacente se extirparon
y se analizaron para analizar la angiogénesis con un microscopio estéreo. La
angiogénesis se cuantificd6 mediante el conteo del nimero de puntos de ramificacion de
los vasos sanguineos que se presentaban dentro de los limites de los discos de filtro. Se
considera que los vasos sanguineos ramificados corresponden principalmente a brotes
NuUevos vasos sanguineos angiogénicos.

La cuantificacién se llevd a cabo de una manera de doble ciego por al menos dos
observadores independientes. Los resultados se expresan como indice Angiogénico
donde el indice angiogénico es el numero de puntos de ramificacion (estimulado con
bFGF) menos el nimero de puntos de ramificacién (control no estimulado) por disco de
filtro. Los experimentos tuvieron de rutina 6-10 embriones por condicion.

Los resultados del ensayo de angiogénesis en CAM se muestran en las Figuras 25A-D,
26 y 27. En la Figuras 25, una serie de fotografias separadas en cuatro Figuras, Figuras
25A-D, ilustran la comparacion de la angiogénesis inhibida en presencia de la proteina de
fusion CTMMP-2 (CTMMP-2(410-637))(Figuras 25C-D) y no inhibida en presencia de la
proteina de fusion con GST de control. (Figuras 25A-B). Las Figuras 26 y 27 son graficos
de barras que ilustran el indice de angiogénesis de los ensayos de angiogénesis en CAM
con CTMMP-2, la misma proteina de fusion que anteriormente, comparado con los
controles (bFGF solo o la proteina de fusion GST-RAP). En la Figura 27 se muestran los
resultados de dos experimentos separados (#1 y #2) usando la proteina de fusion
CTMMP-2(410-637).

Estos resultados demostrados en las tres Figuras indican que una proteina de fusién
CTMMP-2 o un polipéptido que contiene un dominio C terminal de MMP-2 es una
composicion util para inhibir la angiogénesis mediada por bFGF al inhibir oyfs.
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B. Inhibicion de la angiogénesis inducida por factor de crecimiento mediante la aplicaciéon

intravenosa de inhibidores

1) Tratamiento con anticuerpos monoclonales (no es parte de la invencion)

También se evaluo el efecto sobre la angiogénesis inducida por factor de crecimiento con
anticuerpos monoclonales inyectados por via intravenosa en la preparacién de CAM para
uso en la presente invencion.

La preparacion de las CAM de embrién de pollo para inyecciones intravenosas fue
esencialmente como se ha describe en el Ejemplo 7A con algunas modificaciones.
Durante los procedimientos de observacion al trasluz, se seleccionaron vasos sanguineos
prominentes y se realizaron marcas en la cascara del huevo para indicar sus posiciones.
Se perforaron los agujeros en la cascara, las CAM se hicieron descender y se colocaron
papeles de filtro saturados con bFGF en las CAM como se describié anteriormente. Se
sellaron las ventanas con cinta estéril y los embriones se volvieron a colocar en el
incubador. Veinticuatro horas mas tarde, se corté cuidadosamente una segunda ventana
pequefia en el lado lateral de la cascara del huevo directamente sobre los vasos
sanguineos prominentes seleccionados previamente. Se retir6 cuidadosamente el
exterior de la cascara del huevo dejando las membranas embrionarias intactas. La
membrana de la cascara se hizo transparente con una pequefia gota de aceite mineral
(Perkin-Elmer Corp. Norwalk, CT) que permitié que los vasos sanguineos se visualizaran
facilmente. Se inocularon Acm estériles, o péptidos sintéticos, estos ultimos se describen
a continuacion, directamente en los vasos sanguineos una vez con una aguja de calibre
30 a una dosis de 200 pg de IgG por embrién en un volumen total de 100 ul de PBS
estéril. Se sell6 la venta con cinta y se dejaron incubar los embriones hasta 72 horas. Los
discos de filtro y los tejidos de CAM circundantes se analizaron como se describi
anteriormente.

Para determinar la localizaciéon del Acm LM609 en los tejidos de CAM o en los tejidos
tumorales, como se muestra en el presente documento y en los siguientes Ejemplos, que
se inocularon previamente por via intravenosa con LM609, las secciones fijadas se
bloquearon con BSA al 2,5% en HBSS durante 1 hora a temperatura ambiente seguido
por la tincion con dilucién 1:250 de anticuerpo secundario anti-ratén de cabra marcado
con rodamina (Tago). A continuacidbn se analizaron las secciones con microscopio
compuesto de inmunofluorescencia Zeiss.
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Los resultados del tratamiento con anticuerpos por via intravenosa a la preparacion de
CAM de vasos sanguineos inducidos por bFGF se muestran en las Figuras 10A-10C. En
la Figura 10A, se muestra la angiogénesis inducida como resultado del tratamiento con
bFGF. No se observaron cambios en la presencia de vasculatura inducida por bFGF con
la exposicién intravenosa de Acm P3G2, un anticuerpo anti-ays;, segun se muestra en la
Figura 10B. En contraste, el tratamiento de la preparaciéon de CAM con angiogénesis
inducida con bFGF con LM609, un anticuerpo anti-ayfs, dio como resultado la inhibicién
completa del crecimiento de vasos nuevos hacia el area del filtro, como se muestra en la
Figura 10C. El efecto inhibidor sobre la angiogénesis es el resultado, por consiguiente, de
la inhibicion de la actividad del receptor a3 por el anticuerpo LM609 especifico anti-ays.
Puesto que el bloqueo de ayfs no inhibe la formacion de vasculatura en el sitio del filtro
de las CAM, ayf3s no es esencial en comparacién cona 3 para el crecimiento de vasos
nuevos.

2) Tratamiento con péptidos sintéticos (no es parte de la invencion)

Para las preparaciones de CAM en las que la angiogénesis se indujo con bFGF 1-2 ug/ml
como se describid anteriormente, se inyectaron por separado por via intravenosa los
péptidos sintéticos 69601 (control) y 66203 (ID. SEC. N° 5) en las preparaciones de CAM
18 horas después de la induccion de la angiogénesis con bFGF. Las preparaciones se
mantuvieron durante otras 36-40 horas tras lo que se determind el nimero de puntos de
ramificacién como se describié anteriormente.

Los resultados se muestran en la Figura 28, donde el péptido 66203 inhibio
completamente la angiogénesis inducida por bFGF en contraste con la ausencia de
inhibicion con el péptido de control.

En otros ensayos, se evalué el péptido 85189 (ID. SEC. N° 15) para la inhibicion de la
angiogénesis inducida por bFGF en el ensayo de CAM en un intervalo de dosificacion de
10 pg/embrién a 300 pg/embrién. El ensayo se realiz6 como se describié anteriormente.
Los resultados se muestran en la Figura 29, donde la dosis eficaz mas baja fue de 30 ug,
con inhibicién de la angiogénesis practicamente completa con las dosis de 100 y 300 pg.

En aun otros ensayos, se comparoé el péptido 85189 con los péptidos 69601 y 66203 para
la actividad anti angiogénesis. El ensayo se realiz6 como se describié anteriormente con
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la excepcidn de que se usaron 50ug de péptido. Los resultados, graficados en la Figura
30, mostraron que los péptidos 66203 (marcado 203) y 85189 (marcado 189) fueron
inhibidores eficaces de la angiogénesis mediada por bFGF comparados con los controles
tratados con bFGF (marcado bFGF) y tratados con 69601 (marcado con 601).

También se evalud la eficacia de diferentes formulaciones salinas del péptido 85189 en
ensayos de CAM inducidos con bFGF similares. Los péptidos se usaron a razon de 100
ug/embrion. La misma secuencia del péptido en HCI (péptido 85189) y en TFA (péptido
121974) inhibi6 la angiogénesis inducida por bFGF siendo el péptido formulado en HCI
ligeramente més eficaz que el formulado en TFA (el nimero de puntos de ramificacion
respectivo para el péptido 85189 frente al 12974 es de 30 frente a 60). Las CAM sin
tratar, marcadas como “sin citocina” tuvieron aproximadamente la mitad de los puntos de
ramificacion que los observados con el tratamiento con bFGF, respectivamente 70 frente
a 190. El tratamiento con el péptido de control 69601 no tuvo efectos sobre la inhibicién
de la angiogénesis (230 puntos de ramificacion).

Los otros péptidos sintéticos preparados en el Ejemplo 1 se inyectaron por separado por
via intravenosa en los vasos sanguineos inducidos por factor de crecimiento en la
preparacion de CAM como se describié anteriormente. El efecto de los péptidos sobre la
viabilidad de los vasos se evalla de manera similar.

3) Tratamiento con fragmento de MMP-2 (ho es parte de la invencién)

Con el protocolo descrito anteriormente, también se evalué el efecto de las proteinas de
fusion de MMP-2, CTMMP-2(2-4), también denominada CTMMP-2(445-637) y CTMMP-
2(10-1), también denominada CTMMP-2(274-637). El ensayo se realizO como se
describié anteriormente con la excepcion de que se administraron 50 pg de proteina de
fusidn a los embriones tratados con bFGF. El efecto del tratamiento con la proteina de
fusion se evalu6 a las 24 horas, 48 horas y 72 horas.

Los resultados se muestran para estos periodos de tiempo seleccionados en las Figuras
31A-L, donde la angiogénesis se evalud por medio de fotografias bajo las condiciones de
ensayo de: sin tratamiento, tratamiento con bFGF, tratamiento con bFGF seguido por el
CTMMP-2(2-4), marcado como bFGF + MAID (MAID = dominio de inhibicion de la
angiogénesis de MMP-2), y tratamiento con bFGF seguido por CTMMP-2(10-1), marcado
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como bFGF + control. La significativa induccién de angiogénesis después de 48 y 72
horas tras el tratamiento con bFGF se inhibié casi completamente sélo con la exposicion
a CTMMP-2(2-4). El grado de inhibicion con CTMMP-2(2-4) fue mayor que el observado
con CTMMP-2(10-1), que exhibié algo de actividad anti angiogénesis in vivo.

Las otras composiciones de MMP-2, MMP-2 completa, fragmentos y proteinas de fusion,
preparados como se describié anteriormente se inyectaron también por separado por via
intravenosa en los vasos sanguineos inducidos por factor de crecimiento en la
preparacion de CAM como se describié anteriormente. El efecto de los péptidos sobre la
viabilidad de los vasos se evalla de manera similar.

C. Inhibicién de la angiogénesis embrionaria por aplicacion topica

1) Tratamiento con anticuerpos monoclonales (no es parte de la invencién)

Para determinar si ayf; participa en la angiogénesis embrionaria, se examiné el efecto
LM609 en el crecimiento nuevo de vasos sanguineos en las CAM en embriones de 6
dias, un estadio marcado por neovascularizacion activa como se describe en el Ejemplo
5A. El ensayo de CAM se prepar6 como se describe en el Ejemplo 6C con la posterior
aplicacion topica de discos saturados con Acm colocados sobre las CAM de embriones
de 6 dias de edad en ausencia de citocinas. Después de 3 dias, las CAM se extirparon y
se fotografiaron. Cada experimento incluyé 6embriones por grupo y se repitié 2 veces.

El anticuerpo LM609 (Figura 11C), pero no CSAT (Figura 11A) ni P3G2 (Figura 11B),
evitd el crecimiento vascular bajo estas condiciones; esto indica que a3 desempefia una
funcién sustancial en la neovascularizacibn embrionaria que fue independiente de
factores de crecimiento afiadidos para la induccién de la angiogénesis.

2) Tratamiento con péptidos sintéticos (no es parte de la invencion)

Los péptidos sintéticos preparados en el Ejemplo 1 se afiaden por separado a la
preparacion de CAM de embrién de pollo preparada anteriormente y segun se describe
en el Ejemplo 5A2) por medio de aplicacion tépica a la CAM o por aplicacion intravenosa
a los vasos sanguineos. El efecto de los péptidos sobre la viabilidad de los vasos se
evalia de manera similar.
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D. Inhibicién de la angiogénesis inducida por tumores mediante aplicacion topica

1) Tratamiento con anticuerpos monoclonales (no es parte de la invencién)

Ademas de los ensayos de angiogénesis descritos anteriormente donde se evaluaron los
efectos de antagonistas anti-ayf33, LM609 y diversos péptidos sobre la angiogénesis
embrionaria, también se investigd la funcion dex Bs; en la angiogénesis inducida por
tumores. Como un inductor, se usaron fragmentos de melanoma M21-L humano
negativos para ayf3; cultivados previamente y aislados de la CAM de un embrién de pollo
de 17 dias. Los fragmentos se prepararon como se describe en el Ejemplo 6C.

Como se describié anteriormente en el Ejemplo 7A1), los Acm se aplicaron por separado
por via tépica a los fragmentos de tumor en una concentracion de 25 ug en 25 pl en
HBSS y a continuacion se sell6 la ventana con cinta. Los Acm se afiadieron nuevamente
de la misma manera a las 24 horas y 48 horas. A las 72 horas, se analizaron los tumores
y los tejidos de CAM circundantes como se describié anteriormente en el Ejemplo 7A1).

Como se describe en el Ejemplo 6C, los tumores se obtuvieron inicialmente trasplantando
células M21L cultivadas, que no expresan la integana Bs; como esta descrito por
Felding-Habermann y col., J. Clin. Invest., 89-2018 (1992) sobre las CAM de embriones
de pollo de 10 dias de edad. Estos fragmentos negativos para ayfs; indujeron extensa
neovascularizacién en presencia de tampdn solo, o en presencia de los Acm CSAT (anti-
B1) o P3G2 (anti-ayB3). En contraste, el Acm LM609 (anti-ayB3) suprimié la infiltracion de
la mayoria de los vasos en la masa tumoral y en los tejidos circundantes de la CAM.

Para cuantificar el efecto de los Acm sobre la angiogénesis inducida por tumores, dos
observadores contaron los vasos sanguineos que entraban al tumor dentro del plano
focal de la CAM usando un microscopio estéreo en una manera de doble ciego. Cada
barra de datos presentada en la Figura 12 representa el nUmero de vasos promedio + EE
de 12 CAM en cada grupo que representan experimento por duplicado.

Este analisis cuantitativo reveldé una reduccion de 3 veces en el nUmero de vasos que
entraban a los tumores tratados con Acm LM609 comparado con los tumores tratados
con tampén o con los otros Acm, P3G2 o CSAT (P < 0,0001) segun se determina por la
prueba de sumas de categorias de Wilcoxon. El hecho de que los tumores M21-L no
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expresen ayBzindica que el Acm LM609 inhibe la angiogénesis afectando directamente a
los vasos sanguineos mas que a las células tumorales. Estos resultados corresponden
con la distribucién histolégica de Bz en las biopsias de tejido canceroso que se
muestran en las Figuras 3A-3D, donde la distribucién de a5 estaba limitada a los vasos
sanguineos en el tumor y no a las células tumorales mismas.

2) Tratamiento con péptidos sintéticos (no es parte de la invencion)

Los péptidos sintéticos preparados en el Ejemplo 1, incluidos los péptidos procedentes de
MMP-2 y proteinas de fusién se aplicaron topicamente para el sistema de ensayo de
CAM angiogénica inducida por tumores como se describié anteriormente. Del mismo
modo se evalla el efecto de los péptidos sobre la viabilidad de los vasos sanguineos.

E. Inhibicién de la angiogénesis inducida por tumores por aplicacion por via intravenosa

1) Tratamiento con anticuerpos monoclonales (no es parte de la invencién)

Los vasos sanguineos inducidos por tumores preparados como se describe en el Ejemplo
de la 7E1) también se trataron con Acm aplicados por inyeccion intravenosa. Los tumores
se colocaron en las CAM como se describe en el Ejemplo 7D1) y las ventanas se sellaron
con cinta y 24 horas mas tarde, se inocularon 200 pug de Acm purificados de una vez por
via intravenosa en los vasos sanguineos del embrién de pollo como se describio
anteriormente. A continuacién los embriones de pollo se dejaron incubar durante 7 dias.
A continuacion se observé el grado de angiogénesis como se describié anteriormente.
Como se describe en el Ejemplo 8 a continuacion, después de este periodo de tiempo, se
extirparon los tumores y se analizaron por su peso para determinar el efecto de la

exposicion de anticuerpos en el crecimiento o la supresion tumoral.

2) Tratamiento con péptidos sintéticos (no es parte de la invencion)

También se evalud los efectos de la exposicion de los péptidos a la vasculatura inducida
en el tumor en el sistema de ensayo de CAM. La preparacién de CAM tumoral se usoé
como se describié anteriormente, con la excepcién de que en lugar de la inyeccion
intravenosa de un Acm, se inyectaron péptidos sintéticos preparados como se describe
en el Ejemplo 1y el Ejemplo 7A2) por separado por via intravenosa en vasos sanguineos
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visibles.

Los resultados de los ensayos de CAM con el péptido ciclico, 66203, que contiene la sal
HCl y el péptido de control, 62186, se muestran en las Figuras 9A-9C. En la Figura 9A, el
tratamiento con el péptido de control no afecté los abundantes vasos sanguineos grandes
gue se indujeron por el tratamiento del tumor para crecer en un area originalmente
desprovista de vasos sanguineos de la CAM. Por el contrario cuando se aplic6 el péptido
ciclico RGD, 66203, un antagonista dex s, al filtro, la formacién de vasos sanguineos
fue inhibida dejando el area desprovista de nueva vasculatura, como se muestra en la
Figura 9B. El efecto inhibidor del péptido que contiene el RGD fue especifico y localizado,
como lo demuestra la ausencia de cualquier efecto perjudicial a los vasos sanguineos
gue se encuentran adyacentes a la ubicacién del tumor. Por lo tanto, en la Figura 9C,
cuando se inyectan péptidos inhibidores por via intravenosa en el sistema de ensayo de
CAM, no se observd ningun efecto en los vasos maduros preexistentes presentes en la
CAM en éareas adyacentes aun distantes de la ubicaciébn del tumor. Los vasos
preexistentes en esta localizacion no se vieron afectados por el péptido inhibidor que fluia
dentro de esos vasos, a pesar de que fue inhibida la generacion de nuevos vasos de
estos vasos preexistentes en la masa tumoral. Por consiguiente, los péptidos sintéticos
incluidos 66203 y 62184, que se mostré anteriormente en los ensayos de ligando-
receptor en el Ejemplo 4 que eran antagonistas de af33, se ha demostrado ahora que
inhiben la angiogénesis que esta limitada a los vasos sanguineos en proceso de
desarrollo y no a los vasos preexistentes maduros. Ademas, la infusion intravenosa de
péptidos no implica ninguna citotoxicidad perjudicial para el area circundante como se
evidencia por la vasculatura intacta en Figura 9C.

Se llevaron a cabo ensayos similares con los otros péptidos sintéticos preparados en el
Ejemplo 1 y presentados en la Tabla 1, junto con las composiciones de MMP-2 de la
presente invencion.

3) Tratamiento con fragmentos de MMP-2 (no es parte de la invencion)

Se prepard un tumor CS-1 (Bs-negativo) en una CAM como se describié anteriormente.
Después de 24 horas de crecimiento tumoral, se administré por via intravenosa una
composicion de fragmento de MMP-2, denominada CTMMP-2(2-4) y preparada como se
describe en el Ejemplo 4A, a una concentracion de 50 pg de fragmento en 100 pl de PBS.
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Después de 6 dias, se evaluo la masa tumoral. En los tumores tratados con CTMMP-2(2-
4) se redujo la tasa de crecimiento en aproximadamente el 50% en comparacion con la
tasa de crecimiento de los tumores de control tratados con CTMMP-2(10-1) o con control
de PBS. Por consiguiente, el antagonista de ayfs inhibié el crecimiento tumoral.

8. Inhibicion del crecimiento del tejido tumoral con antagonistas de ay; segun se mide en

el ensayo de CAM (no es parte de la invencion)

Como se describe en el Ejemplo 7E1), ademas de evaluar visualmente el efecto de los
antagonistas anti-ayfz en la angiogénesis inducida por factor de crecimiento o por
tumores, también se evalu6 el efecto de los antagonistas mediante la medicion de los
cambios a la masa tumoral tras la exposicion. Para este analisis, el sistema de ensayo de
CAM de angiogénesis inducida por tumores se preparé como se describe en Ejemplo 6C
y 7D. Al final del periodo de incubacién de 7 dias, los tumores resultantes se extirparon
de las CAM y se recortaron sin ningun tejido residual de CAM, se lavaron con 1 ml de
disolucién salina de tampoén fosfato y se determinaron los pesos humedos para cada

tumor.

Ademas, la preparacion del tumor para el andlisis histoldgico microscopico incluyé la
fijacion de ejemplos representativos de los tumores en fijador Bulins durante 8 horas y se
incluyeron en parafina. Las secciones en serie se cortaron y se tifieron con hematoxilina y
eosina (H y E) para el andlisis microscépico. Gladson, y col., J. Clin. Invest., 88:1924
(1991). Las secciones se fotografiaron con un microscopio compuesto Olympus a 250x.

A. Aplicacion topica

Los resultados de los pesos de los tumores de melanoma humano tipico (M21L) como
resultado de la aplicacion tépica de tampdn de control (HBSS), P3G2 (anti-ays) o LM609
(anti-ayBs) se presentan en la Tabla 4. Se evalué un nimero de embriones para cada
tratamiento calculandose el peso promedio del tumor en miligramos (mg) de cada uno
junto con el EE de la media, como se muestra en la parte inferior de la tabla.

Tabla 4
Embrion N°  Tratamiento con Acm Peso del tumor (mg)
1 HBSS 108

2 152
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(continua)
Embrion N°  Tratamiento con Acm Peso del tumor (mg)
3 216
270
109
174
P3G2 134
144
408
157
198
102
124
99
LM609 24
135
17
27
35
68
48
59

0 N O O A W DN PFP O~NO O &~ WODNPFP O O A&

Tratamiento con Acm  Peso promedio del tumor (mg)

control HBSS 172 + 26
P3G2 171 + 36
LM609 52 +13

La exposicion de una masa tumoral de melanoma humano negativa para oyB; en el
sistema de ensayo de CAM a LM609 causo la disminucion del peso promedio del tumor
sin tratar de 172 mg + 26 a 52 mg + 13. El anticuerpo P3G2 no tuvo efectos sobre la
masa tumoral. Por consiguiente, el bloqueo del receptor a3 por la aplicacion topica del
anticuerpo LM609 especifico de B3 dio como resultado una regresion de la masa
tumoral junto con una inhibicion de la angiogénesis como se muestra en los ejemplos
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anteriores. El diametro medido de la masa tumoral resultante de la exposicion a P3G2 fue
de aproximadamente 8 milimetros a 1 centimetro en promedio. En contraste, los tumores
tratados con LM609 tuvieron en promedio 2 a 3 mm de diametro.

Las secciones congeladas de estos tumores revelaron una citoarquitectura intacta del
tumor para el tumor expuesto a P3G2 en contraste con una ausencia de estructura
celular organizada en el tumor expuesto a LM609. La actividad del receptor ay; es por
consiguiente esencial para que un tumor negativo para ayfs; mantenga su masa
alimentada por el desarrollo de neovasculatura con expresion de ayBs. El bloqueo de ayf33
con los antagonistas de ayBs; de la presente invencién da como resultado la inhibicién de
la angiogénesis en el tumor, dando lugar en Ultima instancia a la disminucion de la masa
tumoral.

B. Aplicacion por via intravenosa

Los resultados de los pesos del tumor de carcinoma tipico (UCLAP-3) como resultado de
la aplicacion por via intravenosa del tampdn de control (PBS, disolucion tamponada de
fosfato), CSAT (anti-B,;) o LM609 (anti-ayf3) se presentan en la Tabla 5. Se evalué un
namero de embriones para cada tratamiento calculandose el peso promedio de tumor de
cada uno junto con el EE de la media como se muestra en la parte inferior de la tabla.

Tabla 5
Embrion N° Tratamiento con Acm Peso del tumor (mg)
PBS 101
80
67
90
CSAT 151
92
168
61
70
LM609 16
54

N P O WO N PEFP &~ OWOWNDN
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(continua)
Embrion N°  Tratamiento con Acm Peso del tumor (mg)

3 30
4 20
5 37
6 39
7 12

Tratamiento con Acm Peso promedio del tumor (mg)

control HBSS 85+7
CSAT 108 + 22
LM609 30+6

La exposicion de una masa tumoral de carcinoma humano negativo para ayBs; en el
sistema de ensayo de CAM a LM609 causoé la disminucion del peso del tumor promedio
sin tratar de 85 mg + 7 a 30 mg + 6. El anticuerpo CSAT no afectdé de manera significativa
el peso de la masa tumoral. Por consiguiente, el bloqueo del receptor ayBs; por la
aplicacion intravenosa del anticuerpo LM609 especifico dex s dio como resultado una
regresion de un carcinoma como lo hizo anteriormente para la masa tumoral de
melanoma junto con una inhibicion de la angiogénesis, como se muestra en los Ejemplos
anteriores. Ademas, el crecimiento tumoral de melanoma humano de se inhibié6 manera
similar por medio de inyeccion intravenosa de LM609.

9. Regresion del crecimiento del tejido tumoral con antagonistas dex ,f; segun se mide

en el ensayo de CAM

Para evaluar ademas los efectos de antagonistasade Bz en el crecimiento y la
supervivencia tumoral, se colocaron fragmentos de melanoma humano y fragmentos de
carcinomas de pulmén, pancreas y laringe en CAM de embriones de 10 dias de edad,
como se describe en el Ejemplo 5A.

A. Aplicacion por via intravenosa

1) Tratamiento con anticuerpos monoclonales
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a. Tratamiento con LM609 (anti-ayB3) y CSAT (anti-B,) (no es parte de la invencion)

Veinticuatro horas después de la implantacion de la CAM con fragmentos de carcinoma
de melanoma humano M21-L negativo para a,f3;, carcinoma pancreético FG, carcinoma
de pulmoén humano UCLAP-3 o carcinoma laringeo humano HEp3, se inyectaron los
embriones por via intravenosa con PBS sola o con una Unica dosis (300 ug/100 ul) de
Acm LM609 (anti-ayBs) 0 CSAT (anti-Bs). Se dejaron proliferar los tumores durante otros
seis dias. Al final del periodo de incubacion se extirparon cuidadosamente los tumores y
se recortd el tejido circundante de la CAM. Las disecciones del tumor fueron realizadas
por dos investigadores independientes que sélo retiraron la masa del tumor sélido
facilmente definible. Los tumores tenian los margenes bien definidos, por lo tanto la
membrana delgada semitransparente (CAM) que es facilmente distinguible de la masa
del tumor sélido se retir6é sin alterar la masa tumoral misma. Los tumores extirpados se

pesaron y se examinaron morfoldgica e histolégicamente.

Como se muestra en la Figura 13, se determiné el peso hiumedo de los tumores al final
de los 7 dias y se comparé con el peso inicial de los tumores antes de los tratamientos.
Cada barra representa la media + EE de 5-10 tumores por grupo. EI Acm LM609 inhibi6
el crecimiento tumoral de manera significativa (p <0,001) en comparacion a los controles
en todos los tumores probados. Los tumores tratados con PBS o CSAT proliferaron en
todos los casos. En contraste, el Acm LM609 no sélo evitd el crecimiento de estos
tumores, sino también indujo una amplia regresion en la mayoria de los casos. Es
importante destacar que estas células tumorales no expresan la integrina oyfs,
demostrando que la inhibicion del crecimiento se debi6 a los efectos antiangiogénicos de
este anticuerpo en la vasculatura nueva, mas que en las células tumorales directamente.

b. Tratamiento con LM609 (anti-ayf3) y P3G2 (anti-ayBs) (N0 es parte de la invencion)

Se implantaron fragmentos de tumor de melanoma humano M21-L (50 mg) en las CAM
de embriones de 10 dias de edad como se describe en el Ejemplo 5A. Veinticuatro horas
mas tarde, los embriones se inyectaron por via intravenosa con PBS sola o con una Unica
dosis (300 pg/100 pl) de Acm LM609 (anti-ayf3) o P3G2 (anti-ayBs). Los tumores se
dejaron proliferar como se describe en el Ejemplo 9Al)a anterior y se examinaron
morfoldgica e histolégicamente como se describe en el presente documento.
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Se examinaron morfolégicamente ejemplos representativos de tumores M21-L tratados
con Acm P3G2 (anti-ayBs) o LM609 (anti-ayf3). Los tumores tratados con P3G2 fueron
grandes (8 mm de diametro) y bien vascularizados mientras que los tratados con Acm
LM609 fueron mas pequefios (3 mm de didmetro) y carecian de vasos sanguineos
detectables.

Los tumores se examinaron ademas por la preparacion de secciones histolégicas y la
tincion con hematoxilina y eosina como se describe en el Ejemplo 9Al)a. Como se
muestra en la Figura 14 (panel superior), los tumores tratados con Acm P3G2 (anti-ofs)
mostraron numerosas ceélulas tumorales viables y en divisién activa como lo indican las
figuras mitéticas (puntas de flecha), asi como los vasos sanguineos multiples (flechas) en
todo el estroma tumoral. Por el contrario, se detectaron pocas, si algunas, células
tumorales viables o vasos sanguineos en los tumores tratados con Acm LM609 (anti-
ayPBs) (Figura 14, panel inferior). Estos resultados demuestran que los antagonistas de la
integrina ayBs inhiben la angiogénesis inducida por tumores, dando lugar a la interrupcién
del crecimiento y a la regresion de una diversidad de tumores humanos in_vivo. Es
importante sefialar que los embriones examinados después de siete dias de crecimiento
tumoral (dia embrionario 17) parecian normales tras el examen grosero habiéndose
tratado 0 no con un antagonista de ayBs. Estos hallazgos indican que los antagonistas de
esta integrina parecen no ser toxicos para los embriones en desarrollo.

2) Tratamiento con péptidos sintéticos (no es parte de la invencion)

Se implantaron fragmentos de tumor de melanoma humano M21-L (50 mg) en las CAM
de embriones de 10 dias de edad tal como se describe en el Ejemplo 5A. Veinticuatro
horas mas tarde, los embriones recibieron una inyeccién intravenosa de 300 ug/100 pl de
ciclo-RADfV (69601) y/o ciclo-RGDfV (66203). Después de un total de 72 horas, se
extirparon los tumores, se examinaron morfolégicamente y se fotografiaron con un
microscopio estéreo, como se describe en el Ejemplo 9A1).

Los paneles que se muestran en las Figuras 15A a 15E corresponden a lo siguiente:
Figura 15A, muestras tratadas con péptido ciclo-RADfV (69601) por duplicado; Figura
15B, muestras tratadas con péptido ciclo-RGDfV (66203) por duplicado; Figura 15C,
tejido de CAM adyacente tomado de los mismos embriones tratados con péptido ciclo-
RGDfV (66203) y las Figuras 15D y 15E, gran aumento (13 x) de los tumores tratados
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con los péptidos. La Figura 15D representa los vasos sanguineos normales de tumor
tratado con péptido de control (69601). La Figura 15E representa ejemplos de vasos
sanguineos alterados de tumores tratados con péptido ciclo-RGDfV (66203) (flechas).

Los resultados ilustran que sélo el péptido 66203, en contraste con el péptido de control
69601, inhibi6 la formacion de vasos y ademas los vasos en el tejido de la CAM
adyacente al tumor no se vieron afectados.

Se realizaron otros ensayos de regresion tumoral con el péptido reactivo con ay3; 85189
(ID. SEC. N° 15) frente al 69601 como control. Los ensayos se realizaron como se
describié anteriormente con la excepcion de que se inyectaron 100 ug de péptido por via
intravenosa en la CAM a las 18 horas después de la implantacion. Después de otras 48
horas, los tumores se extirparon y se obtuvieron los pesos himedos.

Las Figuras 32, 33 y 34 muestran respectivamente la reduccion en el peso del tumor para
los tumores UCLAP-3, M21-L y FgM después de la exposicion por via intravenosa al

péptido 85189 en contraste con la ausencia de efecto con PBS o con péptido 69601.

10. Regresion del crecimiento de tejido tumoral con antagonistas de ayB; segun se mide

por el ensayo del modelo de ojo de conejo in vivo

El efecto de los antagonistas anti-oyBs en la angiogénesis inducida por factor de
crecimiento puede observarse en las estructuras naturalmente transparentes como por
ejemplo la cornea del ojo. Nuevos vasos sanguineos crecen desde el borde de la cornea,
que tiene un rico suministro de sangre, hacia el centro de la cérnea, que normalmente no
tiene suministro de sangre. Los estimuladores de la angiogénesis, tales como bFGF,
cuando se aplican a la cérnea inducen el crecimiento de nuevos vasos sanguineos desde
el borde de la cérnea. Los antagonistas de la angiogénesis, aplicados a la cérnea, inhiben
el crecimiento de nuevos vasos sanguineos desde el borde de la cornea. Por
consiguiente, la cérnea sufre angiogénesis a través de una invasion de células
endoteliales desde el borde de la cornea hacia el tejido corneal duro rico en colageno,
qgue es facilmente visible. El ensayo del modelo de ojo de conejo proporciona, por
consiguiente un modelo in_vivo para la observacion directa de la estimulacion y la

inhibicién de la angiogénesis tras la implantacion de compuestos directamente en la
cérnea del ojo.
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A. Ensayo del modelo de ojo de conejo in vivo

1) Angiogénesis inducida por factores de crecimiento

La angiogénesis se indujo en el ensayo del modelo de ojo de conejo in vivo con el factor

de crecimiento bFGF y se describe en las secciones siguientes.

a. Preparacion de pellas de Hydron que contienen factor de crecimiento y anticuerpos

monoclonales

Las pellas de polimero de Hydron que contienen el factor de crecimiento y los Acm se
prepararon como esta descrito por D’Amato, y col., Proc. Natl. Acid. Sci., USA, 91:4082-
4085 (1994). Las pellas individuales contenian 650 ng del factor de crecimiento bFGF
unido a sucralfato (Carafet, Marion Merrell Dow Corporation) para estabilizar el bFGF y
asegurar su liberacion lenta en el tejido circundante. Ademas, se prepararon pellas de
hydron que contenian 40 pg del Acm LM609 (anti-ayfs) o del Acm P1F6 (anti-ayfs) en
PBS. Las pellas se fundieron en clavijas de Teflén especialmente preparadas que tienen
un nucleo de 2,5 mm perforado en sus superficies. Se colocaron aproximadamente 12 pl
de material de fusidén en cada clavija y se polimerizé durante la noche en una campana

estéril. A continuacion, se esterilizaron las pellas por irradiacion ultravioleta.

b. Tratamiento con anticuerpos monoclonales (no es parte de la invencién)

Cada experimento estaba constituido por tres conejos en los que un ojo recibid una pella
que comprendia bFGF y LM609 y el otro ojo recibié una pella que comprendia bFGF y un
Acm P1F6 de ratdon (anti-ayf3s). El uso de la prueba de ojos emparejados para comparar
LM609 (anti-ayB3s) con otros Acm y controles de PBS proporciona un medio de prueba
riguroso para demostrar diferencias significativas entre los Acm probados.

El Acm P1F6 inmunorreacciona con la integrina ayfs que se encuentra sobre la superficie
de las células endoteliales vasculares pero es presumible que no esté implicado en la
angiogénesis. Para determinar si el Acm P1F6 estuvo implicado en la angiogénesis, se
prepararon pellas que contenian Unicamente este Acm y se ensayé como se describe a

continuacion para confirmar que el Acm no inducia la angiogénesis..
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Todos los Acm probados se purificaron a partir de liquido de ascitis usando cromatografia
en columna de afinidad Proteina-Sefarosa A CL-4B segun procedimientos bien
conocidos. La inmunoglobulina eluida se sometié a continuacién a diélisis contra PBS y
se tratd con gel Detoxi (Pierce Chemicals) para eliminar la endotoxina. Se ha mostrado
gue la endotoxina es un potente estimulante angiogénico e inflamatorio. Se probaron por
consiguiente, Acm para detectar la presencia de endotoxina con el ensayo de lisado de
amebocito de Limulus cromogénico (Bio-Whittaker) y se usaron Unicamente los Acm sin
endotoxinas detectables en el ensayo del modelo de ojo de conejo.

Se insert6 una pella de hydron que comprende bFGF y Acm LM609 (anti-ayps) o P1F6
anti-ays) en una bolsa corneal formada en el ojo de los conejos. La pella de hydron
también contenia sucrafalto para estabilizar el bFGF durante el ensayo. Se implantaron
sedimentos individuales en “bolsas” creadas quirirgicamente en el estroma medio de la
cérnea de los conejos. El procedimiento quirdrgico se realizé con una técnica estéril
usando un microscopio de operaciéon Wild modelo M691 equipado con un separador de
haces al que se monté una camara para grabar fotograficamente las cérneas
individuales. Se cre6 una “bolsa” de 3 mm por 5 mm en el estroma corneal haciendo una
incisiéon de 3 mm en la mitad del espesor corneal con una cuchilla 69 Beaver. El estroma
se sometid a diseccion periférica usando una espétula de iris y la pella se implanto con su

margen periférico a 2 mm del limbo.

Durante los 14 dias siguientes, el bFGF y el Acm difundieron desde la pella implantada
en el tejido circundante y con ello se efectud la angiogénesis desde el borde de la cérnea.
Los resultados representativos de cada tratamiento se representan en las Figuras 16A a
16E. La cantidad de vasos presentes se cuantifica y se describe en término de horas de
reloj que se definen como sigue. El ojo se divide en 12 secciones iguales de la misma
manera que un reloj se divide en horas. “Una hora de reloj de vasos” se refiere a la
cantidad de vasos que llenan un &rea del ojo equivalente a una hora en un reloj. Los
cinco conejos que recibieron sélo bFGF exhibieron angiogénesis florida en la que los
nuevos vasos sanguineos habian crecido desde el borde de la cérnea hacia el centro de
la cérnea, que normalmente no tiene vasos sanguineos. Uno de estos conejos tenia sélo
1 hora de reloj de vasos a la pella. Dos de los conejos que recibieron tanto bFGF como el
Acm LM609 no tuvieron en absoluto angiogénesis detectable hasta 14 dias después de la
cirugia. Uno de estos conejos tuvo 3 focos de vasos hemorrgicos y en ciernes después
del dia 14. Dos de los conejos que recibieron bFGF y Acm P3G2 (anti-ays) mostraron
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extensa vascularizacion en la que habian crecido nuevos vasos sanguineos desde el
borde de la cornea hacia el centro de la cérnea. Una de estos conejos solo tenia 1 a 2
horas de vasos a la pella.

Como se puso en evidencia en el ensayo del modelo de ojo de conejo, no se observé
ningun efecto angiogénico sobre los vasos paralimbales en presencia del factor de
crecimiento bFGF en los conejos que recibieron Acm LM609 (anti-ay3). En contraste con
lo anterior, se observd angiogénesis en los vasos paralimbales en presencia del factor de
crecimiento bFGF en los conejos que recibieron Acm P3G2 (anti-ayfs). La total inhibicion
de la angiogénesis corneal por Acm LM609 es sustancialmente mayor que con cualquier
reactivo anti-angiogénico previamente informado.

c¢. Tratamiento con polipéptidos (no es parte de la invencién)

Cada experimento estaba constituido por ocho conejos en los que un ojo recibié una pella
que comprendia 100 nanogramos (ng) de bFGF y el otro ojo recibié una pella que
comprendia 1 microgramo (1g) de VEGF. Las pellas se insertaron en la bolsa corneal,
como se describi6 anteriormente, y posteriormente las citocinas estimularon el
crecimiento de nuevos vasos sanguineos en la cornea. Los péptidos se administraron por
via subcutanea (s.c.) en 1 ml de PBS en una dosis inicial de 50 ug por kg de conejo el dia
de la insercion de la pella, y se administraron dosis diarias s.c. a 20 pg/kg a partir de

entonces. Después de siete dias, se evalu6 la cornea como se describié anteriormente.

Los conejos que recibieron el péptido de control 69601 mostraron sustancial crecimiento
de los vasos sanguineos de la cornea a los 7 dias, tanto en los ojos estimulados con
VFGF y VEGF. Los conejos que recibieron el péptido 85189 mostraron menos del 50% de
la cantidad de crecimiento de vasos sanguineos de la cornea en comparacién con los
controles en ojos estimulados con VFGF y casi el 100% de inhibicion en los ojos
estimulados con VEGF.

11. Regresion in vivo de crecimiento de tejidos tumorales con antagonistas de ay8; segun

se mide mediante el ensayo de ratdbn quimérico:ser humano

Se generd un modelo de ratén quimérico:ser humano in vivo reemplazando una porcion
de piel de un ratén SCID con prepucio neonatal humano (Figura 17). Una vez establecido
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el injerto de piel, se inocul6é el prepucio humano con células de carcinoma. Una vez
establecido un tumor medible, se inyectd Acm LM609 (anti- ayf3) o PBS en la vena de la
cola del ratén. Tras un periodo de 2-3 semanas se extirp6 el tumor y se analizé el peso y
la histologia.

A. Ensayo de ratén quimérico:ser humano in vivo

Se preparé un modelo de ratébn quimérico:ser humano in _vivo esencialmente como se

describe en Yan, y col., J. Clin. Invest., 91: 986-996 (1993). En resumen, se retird un area
de 2 cm? de piel quirGrgicamente de un ratén SCID (6-8 semanas de edad) y se
reemplaz6 con un prepucio humano. El ratén se anestesié y se retiré el pelo de un area
de 5 cm? en cada lado de la regién abdominal lateral mediante afeitado. Se prepararon
dos estratos de injerto circular de 2 cm? retirando el espesor completo de piel debajo de la
fascia. Se colocaron injertos de piel humana gruesos del mismo tamafio derivado de
prepucio neonatal humano en los estratos de la herida y se suturaron en el lugar. El
injerto se cubrié con una venda que se suturg a la piel. También se aplico cinta de tela
para cubrir la herida.

La linea celular de melanoma humano M21L o la linea celular de carcinoma de mama
MDA 23.1 (ATCC HTB 26; negativa para ayBs por inmunorreactividad de secciones de
tejido con Acm LM609), se usaron para formar los tumores humanos solidos en los
injertos de piel humana en los ratones SCID. Se inyectd una suspension de células
individuales de 5 x 10° células M21-L o MDA 23.1 por via intradérmica en el injerto de piel
humana. A continuacién se observaron los ratones durante 2 a 4 semanas para permitir
el crecimiento de tumores humanos medibles.

B. Aplicacion intravenosa

1) Tratamiento con anticuerpos monoclonales (no es parte de la invencién)

Tras el crecimiento de tumores medibles, los ratones SCID, a los que se habia
administrado inyecciones con células tumorales M21L, recibieron inyecciones por via
intravenosa en la vena de cola con 250 pg del Acm LM609 (anti-ay3) o PBS dos veces
por semana durante 2 a 3 semanas. Después de este tiempo, los tumores se extirparon
de la piel y recortdé el tejido circundante. Se evaluaron varios ratones para cada
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tratamiento calculdndose el peso promedio del tumor de cada tratamiento, que se
muestra al final de la Tabla 6.

Tabla 6
NUumero de tumor M21L Tratamiento Peso del tumor (mg)

PBS 158
2 192
3 216
4 227
5 LM609 195
6 42
7 82
8 48
9 37
10 100
11 172

Tratamiento Peso promedio del tumor (mg)
PBS 198
LM609 113

La exposicidén de la masa tumoral de carcinoma humano M21L negativo para ayB3s; en el
sistema de ensayo de ratdbn quimérico:ser humano al LM609 (anti-ayBs) causoé la
disminucion desde el peso de tumor promedio tratado con PBS de 198 mg a 113 mg.

Se examinaron morfolégicamente ejemplos representativos de los tumores M21L tratados
con el Acm LM609 (anti-ayB3) y con PBS. Los tumores tratados con PBS eran mas
grandes (8 a 10 mm de didmetro) y estaban bien vascularizados, mientras que los
tratados con Acm LM609 (anti-ay3) eran mucho mas pequefios (3 a 4 mm de diametro) y
carecian de vasos sanguineos detectables.

En otros experimentos con células tumorales de melanoma M21-L en el sistema de
ensayo de ratén quimérico:ser humano, se comparoé la respuesta con Acm LM609 con la
respuesta obtenida con el péptido sintético 85189 (ID. SEC. N° 15), en comparacion con
el péptido sintético de control 69601 (ID. SEC. N° 6). Los ensayos se realizaron como se
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describié anteriormente. Los resultados, que se muestran en la Figura 35, demuestran
que el péptido sintético 85189 redujo el volumen del tumor por debajo de 25 mm?®
comparado con el péptido de control donde el volumen de tumor era de
aproximadamente 360 mm?. El Acm LM609 también redujo significativamente el volumen
del tumor hasta aproximadamente 60 mm®.

Los tumores formados en injertos de piel, que se habian inyectado con células de MDA
23.1 eran detectables y medibles. EI examen morfolégico de los tumores establecidos
revelé que se habia producido neovascularizacién desde el tejido humano injertado hacia
las células tumorales MDA 23.1.

Por consiguiente, el bloqueo del receptor ayBs; por la aplicacion intravenosa de
anticuerpos LM609 y péptidos especificos paraayf; dio como resultado una regresiéon de
un carcinoma en este sistema de modelo de la misma manera que en los sistemas de
modelo de CAM y de ojo de conejo, como se describe en los Ejemplos 9 y 10,
respectivamente.

2) Tratamiento con péptidos sintéticos (no es parte de la invencion)

En un procedimiento similar al descrito anteriormente para anticuerpos monoclonales, se
inyectaron antagonistas peptidicos de ayBs; por via intravenosa en la vena de la cola de
los ratones SCID que tenian tumores M21-L medibles. En un analisis preliminar, se
realizé una curva de respuesta a la dosis para los péptidos 69601 (control) y 85189
(prueba) inyectados en un intervalo de concentraciones de 10 a 250 ug/ml. Se determiné
el volumen y el peso promedio de los tumores extirpados después del tratamiento y los
resultados se muestran respectivamente en las Figuras 36A y 36B. El péptido 85189 fue
eficaz para inhibir el crecimiento del tumor M21-L en el intervalo de concentraciones
probado para el tratamiento con el péptido de control, siendo la dosis mas eficaz 250
ug/ml.

Para analizar la eficacia del tratamiento con el péptido 85189 en el transcurso del tiempo,
se evaluaron dos regimenes de tratamiento en el mismo modelo de tumor de SCID. En
un ensayo, el tratamiento con cualquiera de los péptidos, 85189 6 69601, se inicio el dia
6, siendo el dia 0 el dia de la inyeccion de 3 x 10° células tumorales M21-L por via
subcutanea en piel de raton, con inyecciones intraperitoneales de 250 ug/ml de péptido
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85189 o de control 69601 todos los dias hasta el dia 29. El otro ensayo se realizé de
manera idéntica con la excepcion de que el tratamiento se inicid el dia 20. Al final de los
ensayos, se extirparon los tumores y se determiné el volumen promedio del tumor en
mm?®. Los datos se graficaron como este valor +/- el error estandar de la media.

Los resultados de estos ensayos, que se muestran respectivamente en las Figuras 37A 'y
37B, indican que el péptido 85189, pero no el 69601, inhibié el crecimiento del tumor
varios dias después de iniciado el tratamiento, dependiendo del régimen de tratamiento
en particular. Por consiguiente, el péptido 85189 es un antagonista de a,p; eficaz tanto
de la angiogénesis como del crecimiento tumoral.

12. Estimulaciéon de las células vasculares para entrar en el ciclo celular y sufrir apoptosis

en presencia de antagonistas de integrina ayf; segun se mide en los ensayos de CAM

El proceso angiogénico depende claramente de la capacidad de las citocinas tales como
bFGF y VEGF para estimular la proliferacion de células vasculares. Mignatti y col., J. Cell.
Biochem., 471: 201 (1991); Takeshita y col., J. Clin. Invest., 93: 662 (1994); y Koyama y
col., J. Cell. Physiol., 158: 1 (1994). Sin embargo, también es evidente que diversas
sefiales pueden regular la diferenciacion de estas células vasculares en vasos
sanguineos maduros. Por consiguiente, es razonable pensar que la interferencia con las
sefiales relacionadas con el crecimiento o la diferenciacion de las células vasculares
sometidas a nuevo crecimiento o0 angiogénesis pueda dar como resultado la perturbacion
de la angiogénesis.

Se ha mostrado que los episodios de unién de integrinas participan tanto en la
proliferacion celular como en la apoptosis 0 muerte celular programada in vitro. Schwartz,
Cancer Res., 51: 1503 (1993); Meredith y col., Mol. Biol. Cell., 4: 953 (1993); Frisch y col.,
J. Cell Biol., 124: 619 (1994); y Ruoslahti y col., Cell, 77: 477 (1994). El examen detenido
de los efectos de los antagonistas de ayBs; en la angiogénesis revela la presencia de
vasos sanguineos discontinuos e interrumpidos asociados a tumores. Por consiguiente,
es posible que la pérdida de continuidad de los vasos sanguineos pueda deberse a la
necrosis selectiva o apoptosis de las células vasculares.

Para explorar esta posibilidad, se examinaron las CAM después de la induccion de la
angiogénesis con el factor de crecimiento bFGF y el tratamiento con el Acm y los



10

15

20

25

30

35

ES 2348 462 T3
79

péptidos ciclicos de la presente invencion.

A. Tratamiento con anticuerpos monoclonales (no es parte de la invencién)

La apoptosis puede detectarse por una diversidad de procedimientos, que incluyen el
examen directo del ADN aislado de tejidos para detectar la fragmentacion del ADN vy la
deteccidbn de grupos 3'OH en tejido intacto con un anticuerpo que detecte
especificamente los grupos 3'OH libres del ADN fragmentado .

1) Andlisis de fragmentacion de ADN

La angiogénesis se indujo mediante la colocaciéon de discos de filtro saturados con bFGF
en las CAM de embriones de 10 dias de edad, como se describe en el Ejemplo 6A. El
analisis inmunohistolégico de las CAM con LM609 (anti-ayf3) reveld expresion maxima de
ayfs en los vasos sanguineos de 12 a 24 horas después del inicio de la angiogénesis con
bFGF. Por consiguiente, 24 horas después de la estimulacion con bFGF, los embriones
se inocularon por via intravenosa con 100pul de PBS sola o PBS que contenia 300 ug de
Acm CSAT (anti-B,) o LM609 (anti-ayf3s).

La fragmentacién del ADN se detectd extirpando el tejido de la CAM directamente debajo
de los discos de filtro saturados con bFGF 24 6 48 horas después de las inoculaciones
intravenosas con Acm LM609 (anti-ayBs), CSAT (anti-B,) o PBS. Los tejidos de CAM
extirpados se lavaron tres veces con PBS estéril y finalmente se picaron, se
resuspendieron en colagenasa bacteriana al 0,25% (Worthington Biochemical; Freehold,
NJ) y se incubaron durante 90 minutos a 37 °C con ocasional agitacion con vértice. Se
extrajo ADN de igual cantidad de células de CAM de suspensiones de células
individuales como se describié anteriormente. Bissonette, y col., Nature. 359: 552 (1992).
Brevemente, se lisaron igual cantidad de células de CAM en Tris-HCI 10 mM, pH 8,0,
EDTA 10 mM en Triton X-100 al 0,5% (v/v) (Sigma, St. Louis, Missouri). Los lisados
celulares se centrifugaron a 16.000 x g durante 15 minutos a 4 °C para separar el ADN
fragmentado soluble del sedimento de cromatina intacta. EI ADN fragmentado se lavo, se
precipitd y se analiz6 en un gel de agarosa al 1,2% (p/v).

Se aisl6 ADN fragmentado soluble de una cantidad igual de las células de CAM de cada
tratamiento, se separ6 por medio de electroforesis sobre un gel de agarosa y se visualizd
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por tincion con bromuro de etidio. No se detectaron diferencias en la cantidad relativa de
fragmentacion del ADN resultante de los tres diferentes tratamientos 24 horas después
del tratamiento. Sin embargo, a las 48 horas después del tratamiento con Acm LM609
(anti-ayBs), se observdé un aumento significativo de fragmentacion del ADN cuando se
compar6 con los embriones tratados con Acm CSAT (anti-3,) o PBS sola.

2) Estimulaciéon de las células vasculares para entrar en el ciclo celular

Para examinar de manera experimental la funcién dea 35 en estos procesos, las células
obtenidas de CAM tratada con o sin bFGF se tifieron con yoduro de propidio y se realizo
la inmunorreaccion con Acm LM609 (anti-ayf3s).

Las CAM aisladas de embriones a las 24 y 48 horas después del tratamiento con Acm
LM609 (anti-ayBs), CSAT (anti-B;) o PBS se disociaron en suspensiones de células
individuales por incubacion con colagenasa bacteriana como se describié anteriormente.
Las células individuales, a continuacion, se permeabilizaron y se tifieron con el Kit de
deteccidn in situ Apop Tag segun las instrucciones del fabricante (Oncor, Gaithersburg,
MD). APOP Tag es un anticuerpo que detecta especificamente grupos 3’ OH libres de
ADN fragmentado. La deteccion de tales grupos 3'OH libres es un procedimiento
establecido para la deteccion de células apoptoticas. Gavrieli y col., J. Cell Biol., 119: 493
(1992).

A continuacion se aclararon las células teflidas con APOP Tag en Triton X-100 al 0,1%
(v/v) en PBS y se resuspendieron en tampén FACS que contenia BSA al 0,5% (p/v),
azida soédica al 0,02% (p/v) y RNasa A 200 ug/ml en PBS. Las células se incubaron
durante 1,5 horas, se lavaron y se analizaron por clasificacion de células activadas por
fluorescencia. La fluorescencia de las células se midio utilizando un citometro de flujo
FACScan y los datos se analizaron como se describe a continuacion.

La fluorescencia de las células se midié con un citometro de flujo FACScan (Becton
Dickinson, Mountain View, California). La dispersion lateral (SSC) y la dispersion frontal
(FSC) se determinaron simultaneamente y todos los datos se recogieron con un
ordenador Hewlet Packard (HP9000) equipado con el programa informético de
investigacion FACScan (Becton Dickinson, Mountain View, California). Los datos se
analizaron con el programa informético P.C Lysis version | (Becton Dickinson, Mountain
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View, California). Las regiones de control negativo se establecieron usando suspensiones
celulares sin la adicibn de anticuerpos primarios del kit de Apop Tag. Se aplicaron
regiones idénticas a ambas poblaciones de células dando como resultado el analisis de
aproximadamente 8.000 células por diferente tratamiento celular.

El porcentaje de células individuales obtenidas de las CAM tratadas con Acm vy tefiidas
con Apop Tag segun se determind por el andlisis FACS se muestra en la Figura 18. La
barra negra representa las células de embriones tratados 24 horas antes del analisis. La
barra punteada representa las células de embriones tratados 48 horas antes del andlisis.
Cada barra representa la media * E.E. de tres repeticiones.

Como se muestra en la Figura 18, las CAM tratadas dos dias antes con el Acm (anti-ayf33)
mostraron un aumento de 3 a 4 veces en la tincion de Apop Tag en comparacion con las
CAM tratadas con PBS sola o0 CSAT (anti-3).

B. Tratamiento con péptidos sintéticos (no es parte de la invencion)

Los ensayos de CAM con angiogénesis inducida por factor de crecimiento, como se
describe en el Ejemplo 6A, también se realizaron con los péptidos sintéticos de la
presente invencion para determinar el efecto de péptidos ciclicos en la apoptosis. Se
prepararon los péptidos ciclo-RGDfV (66203) y ciclo-RADfV (69601) como se describe en
el Ejemplo 1. Se inyectaron las disoluciones de péptido o PBS en la preparacién de CAM
en una concentracion de 300 ug/ml. A las 24 y 48 horas, el papel de filtro y los tejidos de
CAM circundantes se diseccionaron y se tifieron con Apop Tag para detectar la
apoptosis, como se describioé anteriormente en el Ejemplo de la 12A2).

Como se muestra en la Figura 18, las CAM tratadas dos dias antes con el péptido 69203
(ciclo-RGDfV) mostraron un aumento de 3 a 4 veces en la tincibn Apop Tag en
comparacion con las CAM tratadas con PBS sola o con el péptido ciclico 69601 (ciclo-
RADfV) de control.

C. Efecto del tratamiento con anticuerpos monoclonales en la apoptosis vy el ciclo celular

(no es parte de la invencién)

Las suspensiones de células individuales también se examinaron para evaluar el nimero
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de copias de ADN cromosdmico por tincidbn con yoduro de propidio para determinar el
efecto del tratamiento con anticuerpos monoclonales en el ciclo celular y para la
apoptosis por tincién con Apop Tag.

Las suspensiones de células individuales de CAM tratadas 24 6 48 horas antes con Acm
LM609 (anti-ayB3) 0 CSAT (anti-pB1) o con PBS se prepararon como se describe en el
Ejemplo 12A1).

Para la tincion de las células con Apop Tag, se lavaron las suspensiones celulares tres
veces con tampoén que contenia BSA al 2,5% (p/v) y azida de sodio al 0,25% (p/v) en
PBS. A continuacion se fijaron las células en paraformaldehido al 1% (p/v) en PBS
durante 15 minutos, seguido por tres lavados, como se describié anteriormente. Para
evitar la unién inespecifica, las suspensiones de células individuales se bloquearon con
BSA al 5% (p/v) en PBS durante la noche a 4 °C. A continuacion se lavaron las células
como antes, se tifieron con Apop Tag y se midi6 la fluorescencia de las células con un
FACScan como se describié anteriormente en el Ejemplo 12A.

Las células de cada condicion experimental se tifieron con yoduro de propidio (Sigma, St.
Louis, Missouri) a 10 ug/ml en PBS durante 1 hora, se lavaron dos veces con PBS y se
analizaron las caracteristicas nucleares tipicas de la apoptosis, incluyendo la
condensacion de la cromatina y la segmentacion. El porcentaje de células apoptéticas se
estimé por medio del analisis morfolégico de las células de al menos 10 a 15 campos
microscopicos seleccionados aleatoriamente.

Los resultados combinados de las suspensiones de células individuales de CAM de
embriones tratadas con CSAT (anti-B;) o LM609 (anti-ayf3), tefiidas con Apop Tag y
yoduro de propidio y analizadas por FACS se presentan en la Figura 19. El eje Y
representa la tincion con Apop Tag (apoptosis), el eje X representa la tincion con yoduro
de propidio (contenido de ADN). La linea horizontal representa la regién negativa para la
tincion Apop Tag. Los paneles de la izquierda y de la derecha indican las células de CAM
de embriones tratados con CSAT y LM609, respectivamente. El analisis del ciclo celular
se realizé por medio del analisis de aproximadamente 8.000 episodios por condicion y los
datos se representan en un trazado de contornos.

Las muestras de células individuales tefiidas con la tincién para ADN, yoduro de propidio,
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revel6 que el 25-30% de las células de CAM tratadas con LM609 (anti-ayf3) 48 horas
después del tratamiento mostraban pruebas de condensacion nuclear y/o segmentacion.
Estos procesos son caracteristicos de las células que estan sufriendo apoptosis. Esto
contrasta con las CAM tratadas con CSAT (anti-B,) en las que el 90-95% de las células
mostraron una tincion nuclear normal.

Como se muestra en la Figura 19, de manera coherente con la induccion de la apoptosis
por LM609, se observé un nimero significativo de células en un pico que contenia menos
de una copia de ADN (AO). Este pico se ha mostrado previamente para representar el
ADN fragmentado en la etapa tardia de las células apoptéticas. Telford y col., Cytometry,
13: 137 (1992). Por otra parte, estas células AO se tifien facilmente con Apop Tag,
confirmando la capacidad de este reactivo para detectar las células apoptoticas. Sin
embargo, ademas de la tincion de células en AO, también se tifié un nimero significativo
de células que contenian mas de una copia de ADN con Apop Tag (Figura 19). Estos
resultados demuestran que LM609 tiene la capacidad de promover la apoptosis entre las
células vasculares que ya habian entrado en el ciclo celular. Por el contrario, las células
obtenidas de las CAM de control que habian entrado en el ciclo celular mostraron una
minima tincién Apop Tag, coherente con las pocas células apoptoticas detectadas en las
CAM tratadas de control.

Entre las células en las CAM estimuladas con bFGF que habian entrado en el ciclo
celular (fase S y G2/M), el 70% mostraron tincion positiva con LM609 (anti-ayf3). Esto se
compara con el 10% de tincion con LM609 observado entre las células en el ciclo de las
CAM no tratadas con bFGF. Estos hallazgos indican que después de la estimulacion con
bFGF, la mayoria de las células que tienen ay; muestran proliferacion activa.

Tomados juntos, estos hallazgos indican que la inyeccién intravenosa del Acm LM609 o
del péptido ciclico antagonista dea y3; promueve la apoptosis dentro de la CAM de pollo
después de la induccion de la angiogénesis.

También se realizd el examen histolégico de las CAM para verificar la expresion der 33
por inmunorreactividad con LM609 y para las células que estaban sufriendo apoptosis por
inmunorreactividad con Apop Tag. Las secciones de CAM extirpadas de embriones
tratadas 48 horas antes con LM609 (anti-ayB3), CSAT (anti-B,) o PBS preparadas en el
Ejemplo 5A se lavaron, se incluyeron en OTC (Baxter) y se congelaron rapidamente en
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nitrégeno liquido. Se cortaron secciones de seis micrometros de los tejidos de CAM, se
fijaron en acetona durante 30 segundos y se almacenaron a -70 °C hasta el uso. Las
secciones de tejido se prepararon para la tincién por un breve aclarado en etanol (ETOH)
al 70% (v/v) seguido por el lavado tres veces en PBS. A continuacion, se bloquearon las
secciones con BSA al 5% (p/v) en PBS durante 2 horas, seguido por la incubacion con el
Acm LM609 en una concentracion de 10 ug/ml 2 horas. A continuacion, se lavaron las
secciones y se incubaron con una dilucién 1:50 de IgG anti-ratén de conejo conjugada
con rodamina (Fisher Scientific, Pittsburg, PA) durante 2 horas. Por ultimo, las mismas
secciones se lavaron y se tifieron con Apop Tag como se describe en el Ejemplo 12A2).
Las secciones de tejido tefiidas se montaron y se analizaron por microscopia confocal de
inmunofluorescencia.

En la Figura 20, los paneles A a C representan tejido de CAM de embriones tratados con
CSAT (anti-B;) y los paneles D a F representan tejido de CAM de embriones tratados con
LM609 (anti-ayB3). Los paneles A y D representan los tejidos tefiidos con Apop Tag vy
visualizados por fluorescencia (FITC) superpuestos en una imagen de contraste de
interferencia diferencial. Los paneles B y E representan los mismos tejidos tefiidos con
Acm LM609 (anti-ays) y visualizados por fluorescencia (rodamina). Los paneles Cy F
representan imagenes combinadas de los mismos tejidos tefiidos con Apop Tag y LM609,
donde la tincion amarilla representa colocalizacion. La barra representa 15 y 50 uM en los
paneles izquierdo y derecho, respectivamente.

Como se muestra en la Figura 20 (A-C), tras la inyeccién intravenosa de CSAT o control
PBS, la tincién con Apop Tag aparecido minimamente y de forma aleatoria, indicando un
nivel minimo de apoptosis dentro del tejido. Por el contrario, las CAM de embriones
previamente tratados con LM609 o péptido ciclico 203 mostraron la mayoria de los vasos
intensamente tefiidos con Apop Tag, mientras que se observo reactividad minima entre
las células no vasculares circundantes (Figura 20 D-F). Por otra parte, cuando se usaron
Apop Tag y LM609 para tefiir estos tejidos (19 C y 19F) solo se observo colocalizacion
significativa entre estos marcadores en las CAM procedentes de embriones tratados con
antagonistas de oz (Figura 20F). Estos hallazgos demuestran que después de la
induccidon de la angiogénesis in_vivo, los inhibidores de integrina ayBs; promueven

selectivamente la apoptosis de los vasos sanguineos que tienen ays.

Si bien la angiogénesis es un proceso complejo en el que participan muchos
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acontecimientos moleculares y biolégicos celulares, varias lineas de pruebas sugieren
gque la integrina de células vascularesa 3 desempefia una funcion relativamente tardia
en este proceso. En primer lugar, el analisis de inmunohistologico revela que la expresion
de ayBs; en las células vasculares alcanzé un maximo de 12 a 24 horas después de la
induccién de la angiogénesis con bFGF. En segundo lugar, los antagonistas de ayfs
perturban la angiogénesis inducida por multiples activadores, sugiriendo que este
receptor estd implicado en una via comun posterior quizas a todas las sefiales primarias
que dan lugar a la angiogénesis. En tercer lugar, las CAM tratadas con Acm LM609 o
péptido ciclico no mostraron un aumento significativo en la apoptosis, segin se mide por
el aumento de fragmentacion del ADN hasta 48 horas después del tratamiento con estos
antagonistas. Por ultimo, los antagonistas dea \f3; promueven la apoptosis de las células
vasculares que ya han sido inducidas a entrar en el ciclo celular.

Los resultados presentados en el presente documento proporcionan la primera evidencia
directa de que los episodios de unién de integrinas pueden regular la supervivencia de las
células in vivo. Por consiguiente, se presenta la hipétesis de que, una vez que comienza
la angiogénesis, las células vasculares individuales de dividen y comienzan a avanzar
hacia la fuente de angiogénesis, tras lo que, la unién a s proporciona una sefial que
permite la supervivencia celular continua que da lugar a la diferenciacién y la formacién
de los vasos sanguineos maduros. Sin embargo, si se impide la unibna s, entonces
las células dejan de recibir esta sefial molecular y las células entran en apoptosis por
defecto. Esta hipétesis también podria predecir que, después de producida la
diferenciacion, los vasos sanguineos maduros ya no requieren las sefiales de ayfz para la
supervivencia y por consiguiente son refractarios a los antagonistas de esta integrina.

Por dltimo, los resultados presentados en el presente documento proporcionan pruebas
de que los antagonistas de la integrina a3 pueden proporcionar un poderoso enfoque
terapéutico para el tratamiento de neoplasias u otras enfermedades que se caracterizan
por la angiogénesis. En primer lugar, los antagonistas a@le s interrumpen los vasos
sanguineos de nueva formacién sin afectar a la vasculatura preexistente. En segundo
lugar, estos antagonistas no tuvieron efectos significativos sobre la viabilidad del embrién
de pollo, sugiriendo que no son toxicos. En tercer lugar, la angiogénesis se bloqued
significativamente independientemente de los estimulos angiogénicos. Por dltimo, la
administracion sistémica de los antagonistas dex f; causa una dramatica regresion de
diversos tumores humanos histologicamente diferentes.
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13. Preparacion de moléculas organicas de antagonistas de a3

La sintesis de los antagonistas organicos dea 3, Compuestos 7 (96112), 9 (99799), 10
(96229), 12 (112854), 14 (96113), 15 (79959)*, 16 (81218)*, 17 (87292)* y 18 (87293)* se
describe a continuacion y también se muestra en las figuras indicadas. Los antagonistas
organicos también se denominan por los numeros entre paréntesis. Las moléculas
organicas resultantes, denominadas miméticos organicos de la presente invencion como
se ha definid anteriormente, se utilizan a continuacion en los procedimientos para inhibir
la angiogénesis mediada por a,8; como se describe en Ejemplo 11.

*(no es parte de la invencion)

Para cada una de las sintesis que se describen a continuacion, las rotaciones épticas se
midieron en un espectrofotometro UV Perkin-Elmer 241 y los espectros visibles se
registraron en un espectrometro Beckmann DU-70. Los espectros de RMN de 'H y *C se
registraron a 400 y 500 MHz en espectrometros Bruker AMX-400 y AMX-500. La
espectrometria de masas de alta resoluciéon (EMAR) se registré en un espectrometro de
masas VG ZAB-ZSE bajo condiciones de bombardeo de atomos rapidos (BAR). La
cromatografia en columna se llevd a cabo con gel de silice de malla 70-230. La TLC
preparativa se llevdo a cabo en Merck Art. 5744 (0,5 mm). Los puntos de fusion se
tomaron en un aparato de Thomas Hoover.

A. Compuesto 1: benciléster de t-Boc-L-tirosina segun se ilustra en la Figura 38

(o]

PR |

- o~

” A " 0-Bencilo
| NH. O.

Ho - i l

COMPUESTO 1

A una disolucién de N-(terc-butxicarbonil)-L-tirosina (t-Boc-L-tirosina) (1,0 equivalente;
Aldrich) en cloruro de metileno 0,10 M (M) se le afiadi6 diciclohexilcarbodiimida (DCC)
(1,5 equivalentes) a 25 °C y se dejé en agitacion durante 1 hora. A continuacion, se
afadieron 1,5 equivalentes de alcohol bencilico y la mezcla se agit6 durante otras 12
horas a 25 °C. La mezcla de reaccion se diluyé a continuacion con acetato de etilo (0,10
M) y se lavo dos veces (2X) con agua, una vez (1X) con salmuera y se secé sobre sulfato
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de magnesio. A continuacién se elimind el disolvente en vacio y el producto bruto se
purificé posteriormente por medio de cromatografia en columna en gel de silice. El
Compuesto 1, benciléster de t-Boc-L-tirosina también puede adquirirse en el comercio de
Sigma.

B. Compuesto 2: Benciléster del acido (S)-3-(4-(4-bromobutiloxi)fenil-2-N-terc-

butiloxicarbonil-propidnico segun se ilustra en la etapa i de la Figura 38

O
/f“‘]/’\l-’/U\O-Bencilo
NH .

Br_.~. ,f‘-.o/L':,-:/— \”, 0\\'\/
(o)

COMPUESTO 2

Se calenté una mezcla de benciléster de t-Boc-L-tirosina (2 gramos, 5,38 mmol;
sintetizado como se describié anteriormente), 1,4-dibromobutano (1,9 ml, 16,2 mmol;
Aldrich), carbonato de potasio (5 g) y 18-corona-6 (0,1 g; Aldrich), a 80 °C durante 12
horas. Tras enfriar, se filtr6 el precipitado y la mezcla de reaccién se evapor6 hasta
sequedad en vacio. A continuacion se purifico el producto bruto por medio de
cristalizacion usando hexanos al 100% dando 2,5 g (92%) del Compuesto 2.

C. Compuesto 3: Benciléster del acido (S)-3-(4-(4-azidobutiloxi)fenil-2-N-terc-

butiloxicarbonil-propidnico segun se ilustra en la etapa ii de la Figura 38

o

COMPUESTO 3 | o

El Compuesto 2 (2,5 g, 4,9 mmol) se agit6 con azida sodica (1,6 g, 25 mmol) en
dimetilformamida (DMF) (20 ml) a 25 °C durante 12 horas. A continuacion se evaporo el
disolvente y el residuo se traté con agua (aproximadamente 10 ml) y se extrajo dos veces
con acetato de etilo. Las fases organicas se combinaron, se secé por medio de sulfato de
magnesio y se evaporé dando 2,0 gramos (90%) del Compuesto 3 como un jarabe
incoloro (EM-BAR: 469 (M+H").
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D. Compuesto 4: Benciléster del acido (S)-3-(4-(4-azidobutiloxi)fenil-2-amino-propidnico

sequn se ilustra en la etapa iii de la Figura 38

o)
I""' 'l']" ‘ \‘ ~ 0-Bencilo
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COMPUESTO 4

El Compuesto 3 (2,0 g (4,4 mmol)) se disolvié en acido trifluoroacético (TFA; 2 ml) y se
agité durante 3 horas a temperatura ambiente. La evaporacion en vacio dio 1,6 gramos
(cuantitativo) del Compuesto 4 como un jarabe transparente que se usO sin otra
purificacion para la siguiente etapa. EM-BAR: 369 (M+H+).

E. Compuesto 5: Benciléster del acido (S)-3-(4-(4-azidobutiloxi)fenil-2-butilsulfonamido-

propidnico segun se ilustra en la etapa iv de la Figura 38

0O
o
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COMPUESTO 5

Una mezcla de Compuesto 4 (1,6 g; 4,3 mmol), cloruro del acido butansulfénico (0,84 ml;
6,6 mmol) y trietilamina (1,5 equivalentes) se agité en cloruro de metileno (20 ml) durante
12 horas a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se evapor6 a continuacion y el
residuo se disolvio en acetato de etilo, se lavé con HCI diluido, bicarbonato de sodio
acuoso y agua. Tras evaporar hasta sequedad, se purificé el producto bruto por medio de
cromatografia de resolucion rapida (gel de silice, tolueno/acetato de etilo 15:1) dando 1,4
gramos (67%) de Compuesto 5 como un sélido amorfo.

F. Compuesto 6: Acido (S)-3-(4-(4-aminobutiloxi)fenil-2-butilsulfonamido-propidnico segin

se ilustra en la etapa v de la Figura 38
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HaN. . oo | HN. .0
COMPUESTO 6

El Compuesto 5 (1,3 g (2,6 mmol) se disolvié en 20 ml de acetato de etilo/metanol/agua
5/3/1y 0,2 ml de &cido trifluoroacético (TFA) y se sometid a hidrogenacion bajo hidrégeno
(1 atmésfera; aparato de Parr Shaker) a 25 °C en presencia de 100 mg de paladio (al
10% sobre carbdn vegetal). Tras 3 horas, se extrajo el catalizador por filtracion y el
disolvente se evaporé para dar el Compuesto 6 como un residuo aceitoso. Tras liofilizar a
partir de agua, se obtuvo 1,0 gramo (cuantitativo) del Compuesto 6 como un polvo
blanco. EM-BAR: 373 (M'H").

G. Compuesto 7: Acido (S)-3-(4-(4-guanidinobutiloxi)fenil-2-butilsulfonamido-propiénico

sequn se ilustra en la etapa vi de la Figura 38

O
- I J\ '0
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COMPUESTO 7

Se calent6 el Compuesto 6 (200 mg; 0,5 mmol), nitrato de 3,5-dimetilpirazol-1-
carboxamidina (DPFN) (170 mg; 0,8 mmol; Aldrich Chemical Company) y trietilamina
(0,15 ml, 1,0 mmol) en dimetilformamida (DMF; 5 ml) a 60 °C durante 12 horas. Tras
enfriar, se evaporé el disolvente en vacio, y el residuo se purific6 por medio de HPLC
(Lichrocart RP-18, gradiente de acetonitrilo/agua + TFA al 0,3% 99:1 hasta 1:99) dando
50 mg (25%) del Compuesto 7 como un polvo blanco, amorfo, tras la liofilizacion. EM-
BAR: 415 (M'H"), p.f.: 70 °C.

H. Compuesto 8: Acido (S)-3-(4-(4-aminobutiloxi)fenil-2-N-terc.butiloxicarbonil-propidnico

sequn se ilustra en la etapa iii de la Figura 39




10

15

20

25

30

35

ES 2348 462 T3
90

i)

II" ” | O-Bencilo

HN O, .-

12N = o i

COMPUESTO 8

Se disolvié el Compuesto 3 (0,5 g; 1,07 mmol) en 10 ml de acetato de etilo/metanol/agua
5/3/1y 0,1 ml de &cido trifluoroacético (TFA) y se sometié a hidrogenacion bajo hidrégeno
(1 atmdsfera; aparato de Parr Shaker) a 25 °C en presencia de 30 mg de paladio (al 10%
sobre carbén vegetal). Tras 3 horas, se extrajo el catalizador por filtracién y se evaporo6 el
disolvente para dar el Compuesto 8 como un residuo aceitoso. Tras liofilizar a partir de
agua se obtuvieron 370 miligramos (cuantitativo) del Compuesto 8 como un polvo blanco.
EM-BAR: 353 (M*H").

. Compuesto 9: Acido (S)-3-(4-(4-quanidinobutiloxi)fenil-2-N-terc.butiloxicarbonil-

propidnico sequn se ilustra en la etapa iv de la Figura 39

.U
J e ” - L " 0-Bencilo
HN . NH .~ - Jo ! HN. 0.
I 9
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COMPUESTO 9

Se calent6 el Compuesto 8 (200 mg; 0,5 mmol), nitrato de 3,5-dimetilpirazol-1-
carboxamidina (DPFN) (170 mg; 0,8 mmol; Aldrich Chemical Company) y trietilamina
(0,15 ml, 1,0 mmol) en dimetilformamida (DMF; 5 ml) a 60 °C durante 12 horas. Tras
enfriar, se evaporé el disolvente en vacio, y el residuo se purific6 por medio de HPLC
(Lichrocart RP-18, gradiente de acetonitrilo/agua + TFA al 0,3% 99:1 hasta 1:99) dando
160 mg (90%) del Compuesto 9 como un polvo blanco, amorfo, tras la liofilizacion. EM-
BAR: 395 (M'H").

J. Compuesto 10: Acido (R)-3-(4-(4-quanidinobutiloxi)fenil-2-butilsulfonamido-propionico

sequn se ilustra en las etapas i-vi de la Figura 40
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COMPUESTO 10 NH

Para preparar el analogo de D-tirosina 10 se us6 la secuencia de reacciones idéntica
usada para sintetizar el Compuesto 7. Se obtuvieron 205 mg del andlogo como un
material blanco, amorfo, EM-BAR: 415 (M'H") de la siguiente manera usando los
Compuestos intermedios 100-600 para formar el Compuesto 10:

1) Compuesto 100: benciléster de t-Boc-D-tirosina segun se ilustra en la Figura 40
o]

J- : ' O-Bencilo
HO~ R ; .T“

COMPUESTO 100 o

A una disolucién de N-(terc-butxicarbonil)D-tirosina (t-Boc-L-tirosina) (1,0 equivalente;
Aldrich) en cloruro de metileno 0,10 M se le afadio diciclohexilcarbodiimida (DCC) (1,5
equivalentes) a 25 °C y se dej6 en agitacion durante 1 hora. A continuacién, se afiadieron
1,5 equivalentes de alcohol bencilico y la mezcla se agité durante otras 12 horas a 25 °C.
La mezcla de reaccion se diluy6 a continuacion con acetato de etilo (0,10 M) y se lavé 2X
con agua, 1X con salmuera y se sec6 sobre sulfato de magnesio. A continuacién se
elimind el disolvente en vacio y posteriormente se purificd el producto bruto por medio de
cromatografia en columna en gel de silice.

2) Compuesto 200: Benciléster del acido (R)-3-(4-(4-bromobutiloxi)fenil-2-N-terc-
butiloxicarbonil-propidnico segun se ilustra en la etapa i de la Figura 40

o
.1
- ﬂ' 0O-Bencilo
Br o~ .- ,L'\ NH .0 .-
COMPUESTO 200 '

Se calentd una mezcla de benciléster de t-Boc-D-tirosina (2 gramos, 5,38 mmol;
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sintetizado como se describié anteriormente), 1,4-dibromobutano (1,9 ml, 16,2 mmol;
Aldrich), carbonato de potasio (5 g) y 18-corona-6 (0,1 g; Aldrich), a 80 °C durante 12
horas. Tras enfriar, se filtr6 el precipitado y la mezcla de reaccién se evapor6é hasta
sequedad en vacio. A continuacion se purifico el producto bruto por medio de
cristalizacion usando hexanos al 100% dando 2,5 g (92%) de Compuesto 200.

3) Compuesto 300: Benciléster del acido (R)-3-(4-(4-azidobutiloxi)fenil-2-N-terc-

butiloxicarbonil-propidnico segun se ilustra en la etapa ii de la Figura 40
(o]

= ” i ) “O-Bencilo
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o T

COMPUESTO 300

Se agité el Compuesto 200 (2,5 g, 4,9 mmol) con azida sdédica (1,6 g, 25 mmol) en
dimetilformamida (DMF) (20 ml) a 25 °C durante 12 horas. A continuacion se evaporo el
disolvente y el residuo se traté con agua (aproximadamente 10 ml) y se extrajo dos veces
con acetato de etilo. Las fases organicas se combinaron, se secé por medio de sulfato de
magnesio y se evaporé dando 2,0 gramos (90%) del Compuesto 300 como un jarabe
incoloro. EM-BAR: 469 (M+H").

4) Compuesto 400: Benciléster del acido (R)-3-(4-(4-azidobutiloxi)fenil-2-amino-propiénico

sequn se ilustra en la etapa iii de la Figura 40

o
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COMPUESTO 400

Se disolvié el Compuesto 300 (2,0 g (4,4 mmol)) en acido trifluoroacético (TFA; 2 ml) y se
agité durante 3 horas a temperatura ambiente. La evaporacion en vacio dio 1,6 gramos
(cuantitativo) del Compuesto 400 como un jarabe incoloro que se uso6 sin otra purificacion
para la siguiente etapa. EM-BAR: 369 (M"H").
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5) Compuesto 500: Benciléster del acido (R)-3-(4-(4-azidobutiloxi)fenil-2-butilsulfonamido-

propidnico segun se ilustra en la etapa iv de la Figura 40

o

-

O-Bencilo

COMPUESTO 500

Se agitd6 una mezcla de Compuesto 400 (1,6 g; 4,3 mmol), cloruro del acido
butanosulfénico (0,84 ml; 6,6 mmol) y trietilamina (1,5 equivalentes) en cloruro de
metileno (20 ml) durante 12 horas a temperatura ambiente. A continuacion se evaporé la
mezcla de reaccion y el residuo se disolvié en acetato de etilo, se lavé con HCI diluido,
bicarbonato de sodio acuoso y agua. Tras evaporar hasta sequedad se purifico el
producto bruto por medio de cromatografia de resolucion rapida (gel de silice,
tolueno/acetato de etilo 15:1) dando 1,4 gramos (67%) del Compuesto 500 como un
solido amorfo.

6) Compuesto 600: Acido (R)-3-(4-(4-aminobutiloxi)fenil-2-butilsulfonamido-propiénico

sequn se ilustra en la etapa v de la Figura 40

HoN. e e ﬂ HN. ©
COMPUESTO 600

Se disolvi6 el Compuesto 500 (1,3 g (2,6 mmol) en 20 ml de acetato de
etilo/metanol/agua 5/3/1 y 0,2 ml de &acido trifluoroacético (TFA) y se sometié a
hidrogenacién bajo hidrogeno (1 atmdsfera; aparato de Parr Shaker) a 25 °C en
presencia de 100 mg de paladio (al 10% sobre carbén vegetal). Tras 3 horas, se extrajo
el catalizador por filtracion y el disolvente se evaporé para dar el Compuesto 600 como
un residuo aceitoso. Tras liofilizar a partir de agua se obtuvo 1,0 gramo (cuantitativo) del
Compuesto 600 como un polvo blanco. EM-BAR: 373 (M"H").

7) Compuesto 10: Acido (R)-3-(4-(4-guanidinobutiloxi)fenil-2-butilsulfonamido-propionico

sequn se ilustra en la etapa vi de la Figura 40
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Se calent6 el Compuesto 600 (200 mg; 0,5 mmol), nitrato de 3,5-dimetilpirazol-1-
carboxamidina (DPFN) (170 mg; 0,8 mmol; Aldrich Chemical Company) y trietilamina
(0,15 ml, 1,0 mmol) en dimetilformamida (DMF; 5 ml), a 60 °C durante 12 horas. Tras
enfriar, se evaporo6 el disolvente en vacio, y el residuo se purific6 por medio de HPLC
(Lichrocart RP-18, gradiente de acetonitrilo/agua + TFA al 0,3% 99:1 hasta 1:99) dando
50 mg (25%) del Compuesto 10 como un polvo blanco, amorfo, tras la liofilizacion. EM-
BAR: 415 (M*H"), p.f.: 70 °C.

K. Compuesto 11: Benciléster del acido (S)-3-(4-(4-azidobutiloxi)fenil-2-(10-
canforsulfonamido)-propidnico seguin se ilustra en la Figura 4

d/

COMPUESTO 11

Se agité una mezcla de compuesto 4 (1,0 g; 2,7 mmol), cloruro del acido 10-
canforsulfénico (6,6 mmol; Aldrich Chemical Company) y trietilamina (1,5 equivalentes) en
cloruro de metileno (20 ml) durante 12 horas a temperatura ambiente. A continuacion se
evaporo la mezcla de reaccion y el residuo se disolvio en acetato de etilo, se lavo con HCI
diluido, bicarbonato de sodio acuoso y agua. Tras evaporar hasta sequedad el producto
bruto se purifico6 por medio de cromatografia de resolucion rapida (gel de silice,
tolueno/acetato de etilo 15:1) dando 1,4 gramos (67%) del compuesto 11 como un sélido
amorfo.

L. Compuesto 12: Acido (S)-3-(4-(4-guanidinobutiloxi)fenil-2-(10-canforsulfonamido)-

propidnico segun se ilustra en las etapas i-ii de la Figura 41 o
AN PR by
HN NH .. ~ &K " uN _O LS ™
[ e N o i :s\/ .“.'\.
il o 2 ‘o
NH

COMPUESTO 12

El Compuesto 12 se obtuvo tras la hidrogenacién y guanilacion del Compuesto 11 segun

las siguientes condiciones:
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Etapa i: el Compuesto 11 (1,3 g; 2,6 mmol) se disolvi6 en 20 ml de acetato de
etilo/metanol/agua 5/3/1 y 0,2 ml de &acido trifluoroacético (TFA) y se sometié a
hidrogenacién bajo hidrogeno (1 atmdsfera; aparato de Parr Shaker) a 25 °C en
presencia de 100 mg de paladio (al 10% sobre carbdn vegetal). Tras 3 horas, se extrajo
el catalizador por filtracion y el disolvente se evapor6 para dar la amina intermedia como
un residuo aceitoso. Tras liofilizar a partir de agua se obtuvo 1,0 gramo (cuantitativo) de
la amina intermedia como un polvo blanco, el que se utilizé de la siguiente manera:

Etapa ii: se calentd el compuesto amina intermedio formado anteriormente (200 mg; 0,5
mmol), nitrato de 3,5-dimetilpirazol-1-carboxamidina (DPFN) (170 mg; 0,8 mmol; Aldrich
Chemical Company) y trietilamina (0,15 ml, 1,0 mmol) en dimetilformamida (DMF; 5 ml), a
60 °C durante 12 horas. Tras enfriar, se evaporé el disolvente en vacio, y el residuo se
purific6 por medio de HPLC (Lichrocart RP-18, gradiente de acetonitrilo/agua + TFA al
0,3% 99:1 hasta 1:99) dando 50 mg (25%) del Compuesto 12 como un polvo blanco,
amorfo, tras la liofilizacién. EM-BAR: 509,6 (M"H").

M. Compuesto 13: Benciléster del acido (S)-3-(4-(5-bromopentiloxi)fenil-2-N-

tert.butiloxicarbonil-propiénico segun se ilustra en la Figura 41

0
|
f\”Al) " 0-Bencilo
e _,/'-. R ,J":.;‘_‘-. > HN _BOC
RB = (o] =

COMPUESTO 13

Se calenté una mezcla de benciléster de t-Boc-L-tirosina (4,5 gramos, 12,1 mmol; el
Compuesto 1 sintetizado como se describié anteriormente), 1,5-dibromopentano (5 ml,
36,7 mmol; Aldrich), carbonato de potasio (10 g) y 18-corona-6 (0,25 g; Aldrich) a 80 °C
durante 12 horas. Tras enfriar, se filtré el precipitado y la mezcla de reaccién se evaporé
hasta sequedad en vacio. A continuacion se purificé el producto bruto por medio de
cristalizacion usando hexanos al 100% dando 5,35 g (85%) del Compuesto 13.

N. Compuesto 14: Acido (S)-3-(4-(5-guanidinopentiloxi)fenil-2-butilsulfonamido-propidnico

sequn se ilustra en las etapas i-v de la Figura 41

NH ST T OH
i

.”- — - . ™ ” O

T o’l“\' HN. O
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COMPUESTO 14

La secuencia de reacciones de 5 etapas de intercambio bromuro-azida, escisién de Boc,
sulfonilacion con cloruro de acido butanosulfénico, hidrogenacion y guanilacion con DPFN
se llevd a cabo de manera idéntica a los procedimientos anteriores usando los
Compuestos intermedios 1-6 para formar el Compuesto 7 o los procedimientos usando
los Compuestos 100-600 para formar el Compuesto 10, como se dio a conocer
anteriormente. EI Compuesto 14 se obtuvo como un polvo blanco EM-BAR: 429 (M"H™).

O. Compuesto 15: Diclorhidrato de 3-(4-amidinofenil)-5-(4-(2-carboxi-2-amino-

etilfenoxi)metil-2-oxazolidinona, segun se muestra en la Figura 42

1) Sintesis _del material de partida 2-N-BOC-amino-3(4-hidroxi-fenil)propionato para el
Compuesto 15 —

/
s

NH i T

COOH

LT o 0

COMPUESTO 15

El material de partida 2-N-BOC-amino-3-(4-hidroxifenil)propionato se obtuvo por medio de
la esterificacion de (D o L), N-(terc-butxicarbonil)-L(D)-tirosina (t-Boc-L(D)-tirosina) (1,0
equivalente; Sigma) en metanol 0,10 M y HCI diluido al 1%. La mezcla de reaccién se
agitod a 25 °C durante 12 horas y a continuacion se neutralizé por medio de carbonato de
potasio y posteriormente se diluyé con acetato de etilo (0,10 M) y se lavé 2X con agua,
1X con salmuera y se secO sobre sulfato de magnesio. A continuacion se eliminé el
disolvente en vacio y posteriormente se purificé el producto bruto por medio de
cromatografia en columna en gel de silice para obtener 2-N-BOC-amino-3-(4-
hidroxifenil)propionato.

2) Sintesis del material de partida 3-p-N-BOC-amidino-fenil-5-metanosulfoniloxi-metil-2-

oxazolidinona para el Compuesto 15: procedimiento de 3 etapas de la siquiente manera:

Se agitdé p-amino-benzonitrilo (1,0 equivalente; Aldrich) en cloruro de metileno (0,10 M)
con 2,3-epoxipropanol (1,0 equivalente; Aldrich) durante 12 horas a 25 °C. A
continuacion, se eliminé el disolvente en vacio y el 4-(2,3-
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dihidroxipropilamino)benzonitrilo bruto se llevd a la siguiente etapa de la siguiente
manera:

Se agité 4-(2,3-dihidroxipropilamino)benzonitrilo (1,0 equivalente; como se describié
anteriormente), en dimetilformamida (0,10 M), a 25 °C, con carbonato de dietilo (1,1
equivalente; Aldrich) y terc-butilato de potasio (1,1 equivalentes; Aldrich) a 110 °C durante
6 horas. A continuacion, se diluyd la mezcla de reaccién con acetato de etilo (0,10 M) y
se lavd 2X con agua, 1X con salmuera y se secO sobre sulfato de magnesio. A
continuacion se eliminé el disolvente en vacio y el producto bruto se purificé
posteriormente por medio de cromatografia en columna en gel de silice para obtener 3-
(4-cianofenil)-5-hidroximetil-2-oxazolidina y se llevé a la siguiente tapa de la siguiente
manera:

Se agitdé 3-(4-cianofenil)-5-hidroximetil-2-oxazolidina (1,0 equivalente; como se describi
anteriormente), en cloruro de metileno (0,10 M) a 25 °C con 1,1 equivalentes de sulfuro
de hidrégeno, 1,1 equivalentes de yoduro de metilo y 1,1 equivalentes de acetato de
amonio. La mezcla de reaccion se agité durante 6 horas y a continuacion se diluyé con
acetato de etilo (0,10 M) y se lavd 2X con agua, 1X con salmuera y se sec6 sobre sulfato
de magnesio. A continuacion, se elimind el disolvente en vacio y el producto bruto se
purificé posteriormente por medio de cromatografia en columna en gel de silice para
obtener la amidina que se llevé a la siguiente etapa de la siguiente manera:

Se protegidé 1,0 equivalente de la amidina, sintetizada como se describié anteriormente,
con 1,1 equivalentes de BOC-ON (2-(BOC-oxiimino)-2-fenilacetonitrilo; Aldrich) en cloruro
de metileno (0,10 M) a 25 °C y se agitdé durante 6 horas. A continuacion, se diluyo la
mezcla de reaccidn con acetato de etilo (0,10 M) y se lavo 2X con agua, 1X con salmuera
y se secO sobre sulfato de magnesio. A continuacion se eliminé el disolvente en vacio y el
producto bruto se esterificO posteriormente en cloruro de metileno 0,10 M y 1,1
equivalentes de cloruro de metanosulfonilo. La mezcla de reaccion se agito a 0 °C
durante 6 horas y a continuacion se extinguié con agua (5 equivalentes) y posteriormente
se diluy6 con acetato de etilo (0,10 M) y se lavo 2X con agua, 1X con salmuera y se secO
sobre sulfato de magnesio. A continuacion se eliminé el disolvente en vacio y el producto
bruto se purificé posteriormente por medio de cromatografia en columna en gel de silice
para obtener 3-p-N-BOC-amidino-fenil-5-metanosulfoniloxi-metil-2-oxazolidinona.
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3) Acoplamiento del intermedio 2-N-BOC-amino-3-(4-hidroxi-fenil)propionato_con 3-p-N-

BOC-amidinofenil-5-metanosulfoniloxi-metil-2-oxazolidinona _para formar la forma
protegida del Compuesto 15, 3-(4-BOC-amidinofenil)-5-(4-(2-metoxi-carbonil-2N-BOC-
aminoetilfenioxilmetil-2-oxazolidinona

Se agité una mezcla de 1,9 gramos de 2-N-BOC-amino-3-(4-hidroxi-fenil)propionato
(como se describi6o anteriormente), 20 ml de dimetilformamida (DMF) y NaH (1,0
equivalente), durante 30 minutos a temperatura ambiente. Tras la agitacion, se afiadieron
1,8 gramos de 3-p-N-BOC-amidino-fenil-5-metanosulfoniloxi-metil-2-oxazolidinona (como
se describié anteriormente) en 10 ml de dimetilformamida (DMF) y se agitd nuevamente
durante 15 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se diluyé la mezcla de
reaccion con acetato de etilo (0,10 M) y se lavé 2X con agua, 1X con salmuera y se secé
sobre sulfato de magnesio. A continuacion se eliminé el disolvente en vacio y el producto
bruto se purificd posteriormente por medio de cromatografia en columna en gel de silice
para obtener la forma protegida del Compuesto 15, 3-(4-BOC-amidinofenil)-5-(4-(2-
metoxi-carbonil-2N-BOC-aminoetil)fenioxilmetil-2-oxazolidinona, que se llevdo a la
siguiente etapa.

4) Desproteccion de la forma protegida del Compuesto 15 para formar el Compuesto 15:

3-(4-amidinofenil)-5-(4-(2-carboxi-2-amino-etil)fenoxi)metil-2-oxazolidinona, _diclorhidrato,
Figura 42

Se realizé el tratamiento de la forma protegida del Compuesto 15, 3-(4-BOC-
amidinofenil)-5(4-(2-metoxi-carbonil-2N-BOC-aminoetil)fenioxilmetil-2-oxazolidinona (1,0
equivalente; sintetizado como se describié anteriormente), con 4 ml de NaOH 2N durante
4 horas a temperatura ambiente. A continuacién, la mezcla se traté afiadiendo gota a
gota 40 ml de disolucion de HCI 2N en dioxano a 0 °C hasta 25 °C durante 3 horas. La
mezcla de reaccion se extinguié posteriormente con bicarbonato de sodio (5
equivalentes) y a continuacion se diluyé con acetato de etilo (0,10 M) y se lavé 2X con
agua, 1X con salmuera y se sec6 sobre sulfato de magnesio. A continuacion se eliminé el
disolvente en vacio y posteriormente se purificé el producto bruto por medio de
cromatografia en columna en gel de silice para obtener el Compuesto 15: 3-(4-
amidinofenil)-5-(4-(2-carboxi-2-amino-etil)fenoxi)metil-2-oxazolidinona, diclorhidrato; p.f.
165 °C(d).
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P. Compuesto 16: 3-(4-amidinofenil)-5-(4-(2-carboxi-2-N-butilsulfonilaminoetil)fenoxi)-

metil-2-oxazolidinona segun se muestra en la Figura X (antigua 14)

1) Sintesis del material de partida 2-N butilsulfonilamino-3-(4-hidroxi-fenil)propionato para

el Compuesto 16

o=t COOH

lJ——"‘ \}——-N O R NH _SOz

COMPUESTO 16

El material de partida 2-N-butilsulfonilamino-3-4-hidroxi-fenil)propionato se obtuvo por
medio de la esterificacién de ((D o L) tirosina) (1,0 equivalente; Sigma) en metanol 0,10 M
y HCI diluido al 1%. La mezcla de reaccién se agit6 a 25 °C durante 12 horas y a
continuacion se neutralizdé por medio de carbonato de potasio y posteriormente se diluyé
con acetato de etilo (0,10 M) y se lavé 2X con agua, 1X con salmuera y se secO sobre
sulfato de magnesio. A continuacion se eliminé el disolvente en vacio y el producto bruto
se utilizé posteriormente de la siguiente manera:

Se agité una mezcla del compuesto anterior (4,3 mmol), cloruro del &cido butanosulfénico
(6,6 mmol) y trietilamina (1,5 equivalentes) en cloruro de metileno (20 ml) durante 12
horas a temperatura ambiente. A continuacion, se evapor6 la mezcla de reaccion y el
residuo se disolvid en acetato de etilo, se lavé con HCI diluido, bicarbonato de sodio
acuoso y agua. Tras evaporar hasta sequedad el producto bruto se purificd por medio de
cromatografia de resolucién rapida (gel de silice, tolueno/acetato de etilo 15:1) para dar el
compuesto del titulo.

2) Sintesis_del material de partida 3-p-N-BOC-amidinofenil-5-metanosulfoniloxi-metil-2-

oxazolidinona para el Compuesto 16: procedimiento de 3 etapas de la siguiente manera;

Se agitdé p-amino-benzonitrilo (1,0 equivalente; Aldrich) en cloruro de metileno (0,10 M)
con 2,3-epoxipropanol (1,0 equivalente; Aldrich) durante 12 horas a 25 °C. A continuacion
se elimind el disolvente en vacio y el 4-(2,3-dihidroxipropilamino)benzonitrilo bruto se
utilizé en la siguiente etapa de la siguiente manera:
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Se agitd 4-(2,3-dihidroxipropilamino)benzonitrilo (1,0 equivalente; como se describid
anteriormente), en dimetilformamida (0,10 M), a 25 °C, con carbonato de dietilo (1,1
equivalentes; Aldrich) y terc-butilato de potasio (1,1 equivalentes; Aldrich) a 110 °C
durante 6 horas. A continuacion, la mezcla de reaccién se diluyé con acetato de etilo
(0,10 M) y se lavd 2X con agua, 1X con salmuera y se secé sobre sulfato de magnesio. A
continuacion se eliminé el disolvente en vacio y el producto bruto se purificé
posteriormente por medio de cromatografia en columna en gel de silice para obtener 3-
(4-cianofenil)-5-hidroximetil-2-oxazolidina y utilizé en la siguiente etapa de la siguiente

manera:

Se agité 3-(4-cianofenil)-5-hidroximetil-2-oxazolidina (1,0 equivalente; como se describi
anteriormente), en cloruro de metileno (0,10 M) a 25 °C con 1,1 equivalentes de sulfuro
de hidrégeno, 1,1 equivalentes de yoduro de metilo, y 1,1 equivalentes de acetato de
amonio. La mezcla de reaccion se agitd durante 6 horas y a continuacién se diluy6 con
acetato de etilo (0,10 M) y se lavo 2X con agua, 1X con salmuera y se sec6 sobre sulfato
de magnesio. A continuacion se elimin6 el disolvente en vacio y el producto bruto se
purificé posteriormente por medio de cromatografia en columna en gel de silice para
obtener la amidina que se utilizé en la siguiente etapa de la siguiente manera:

Se protegi6é 1,0 equivalente de la amidina, sintetizada como se describié anteriormente,
con 1,1 equivalentes de BOC-ON (2-(BOC-oxiimino)-2-fenilacetonitrilo; Aldrich) en cloruro
de metileno (0,10 M) a 25 °C y se agitdé durante 6 horas. A continuacion, se diluyo la
mezcla de reaccion con acetato de etilo (0,10 M) y se lavo 2X con agua, 1X con salmuera
y se secO sobre sulfato de magnesio. A continuacion se eliminé el disolvente en vacio y el
producto bruto se esterific6 posteriormente en 0,10 M cloruro de metileno y 1,1
equivalentes de cloruro de metanosulfonilo. La mezcla de reaccion se agito a 0 °C
durante 6 horas y a continuacion se extinguié con agua (5 equivalentes) y posteriormente
se diluy6 con acetato de etilo (0,10 M) y se lavd 2X con agua, 1X con salmuera y se seco
sobre sulfato de magnesio. A continuacion se eliming el disolvente en vacio y el producto
bruto se purificé posteriormente por medio de cromatografia en columna en gel de silice
para obtener 3-p-N-BOC-amidino-fenil-5-metanosulfoniloxi-metil-2-oxazolidinona.

3) Acoplamiento de intermedio 2-N-butilsulfonilamino-3-(4-hidroxi-fenil)propionato con 3-

p-N-BOC-amidino-fenil-5-metanosulfoniloxi-metil-2-oxazolidinona para formar la forma

protegida del Compuesto 16. 3-(4-BOC-amidinofenil)-5(4-(2-metoxi-carbonil-2-N-
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butilsulfonilaminoetil)fenioxilmetil-2-oxazolidinona

Se agité una mezcla de 1,9 gramos de 2-N-butilsulfonilamino-3-(4-hidroxi-fenil)propionato
(como se describi6 anteriormente), 20 ml de dimetilformamida (DMF) y NaH (1,0
equivalente), durante 30 minutos a temperatura ambiente. Tras agitar, se afadieron 1,8
gramos de 3-p-N-BOC-amidino-fenil-5-metanosulfoniloxi-metil-2-oxazolidinona (como se
describié anteriormente) en 10 ml de dimetilformamida (DMF) y se agité nuevamente
durante 15 minutos a temperatura ambiente. A continuacién se diluyé la mezcla de
reaccion con acetato de etilo (0,10 M) y se lavé 2X con agua, 1X con salmuera y se secé
sobre sulfato de magnesio. A continuacion se eliminé el disolvente en vacio y el producto
bruto se purific6 posteriormente por medio de cromatografia en columna en gel de silice
para obtener la forma protegida del Compuesto 16, 3-(4-BOC-amidinofenil)-5-(4-(2-
metoxi-carbonil-2-N-butilsulfonilaminoetil)-fenioxilmetil-2-oxazolidinona que se utilizé en la
siguiente etapa.

4) Desproteccion de la forma protegida del Compuesto 16 para formar el Compuesto 16:
3-(4-amidinofenil)-5-(4-(2-carboxi-2-N-butilsulfonilaminoetil)fenoxi)metil-2-oxazolidinona,

Figura 42

Se realizé el tratamiento de la forma protegida del Compuesto 16, 3-(4-BOC-
amidinofenil)-5-(4-(2-metoxi-carbonil-2-N-butilsulfonilaminoetil)fenioxilmetil-2-oxazolidino-

na (1,0 equivalente; sintetizado como se describié anteriormente), con 4 ml de NaOH 2N
durante 4 horas a temperatura ambiente. A continuacién la mezcla se traté afadiendo
gota a gota 40 ml de disolucion de HCI 2N en dioxano a 0 °C hasta 25 °C durante 3
horas. A continuacién se extinguié la mezcla de reaccién con bicarbonato de sodio (5
equivalentes) y posteriormente se diluyé con acetato de etilo (0,10 M) y se lavd 2X con
agua, 1X con salmuera y se sec6 sobre sulfato de magnesio. A continuacion se eliminé el
disolvente en vacio y el producto bruto se purific6 posteriormente por medio de
cromatografia en columna en gel de silice para obtener el Compuesto 16: 3-(4-
amidinofenil)-5-(4-(2-carboxi-2-N-butilsulfonilaminoetil)fenoxi)metil-2-oxazolidinona;  p.f.
236-237 °C.

Q. Compuesto 17:  3-(4-amidinofenil)-5-(4-(2-carboxi-2-N-propil-sulfonilaminoetil)-

fenoxi)metil-2-oxazolidinona segun se muestra en la Figura 42
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1) Sintesis_del material de partida 2-N-propil-sulfonilamino-3-(4-hidroxi-fenil)propionato

para el Compuesto 17:

—
e /7 \ .-_ COOH
NH — O\ T
L o Y e
& —N. O NH —S0,
HaN N\ i

COMPUESTO 17

El material de partida 2-N-propil-sulfonilamino-3-(4-hidroxi-fenil)propionato se obtuvo por
medio de la esterificacién de ((D o L) tirosina) (1,0 equivalente; Sigma) en metanol 0,10 M
y HCI diluido al 1%. La mezcla de reaccién se agit6 a 25 °C durante 12 horas y a
continuacion se neutralizdé por medio de carbonato de potasio y posteriormente se diluyé
con acetato de etilo (0,10 M) y se lavo 2X con agua, 1X salmuera y se secé sobre sulfato
de magnesio. A continuacion se elimin6 el disolvente en vacio y el producto bruto se
utilizé posteriormente de la siguiente manera:

Se agité una mezcla del compuesto anterior (4,3 mmol), cloruro del acido propilsulfénico
(6,6 mmol; Aldrich) y trietilamina (1,5 equivalentes) en cloruro de metileno (20 ml) durante
12 horas a temperatura ambiente. A continuacion se evaporo la mezcla de reaccién y el
residuo se disolvi6 en acetato de etilo, se lavé con HCI diluido, bicarbonato de sodio
acuoso y agua. Tras evaporar hasta sequedad el producto bruto se purificé por medio de
cromatografia de resolucién rapida (gel de silice, tolueno/acetato de etilo 15:1) para dar el
compuesto del titulo.

2) Sintesis del material de partida 3-p-N-BOC-amidino-fenil-5-metanosulfoniloxi-metil-2-

oxazolidinona para el Compuesto 17: procedimiento de 3 etapas de la siguiente manera:

Se agitdé p-amino-benzonitrilo (1,0 equivalente; Aldrich) en cloruro de metileno (0,10 M)
con 2,3-epoxipropanol (1,0 equivalentes; Aldrich) durante 12 horas a 25 °C. A
continuacion se elimind el disolvente en vacio y el 4-(2,3-dihidroxipropilamino)benzonitrilo
bruto se utilizé en la siguiente etapa de la siguiente manera:

Se agité 4-(2,3-dihidroxipropilamino)benzonitrilo (1,0 equivalente; como se describié
anteriormente), en dimetilformamida (0,10 M), a 25 °C, con carbonato de dietilo (1,1
equivalentes; Aldrich) y terc-butilato de potasio (1,1 equivalentes; Aldrich) a 110 °C
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durante 6 horas. A continuacion, se diluy6é la mezcla de reaccion con acetato de etilo
(0,10 M) y se lavé 2X con agua, 1X con salmuera y se seco sobre sulfato de magnesio. A
continuacion se eliminé el disolvente en vacio y el producto bruto se purificé
posteriormente por medio de cromatografia en columna en gel de silice para obtener 3-
(4-cianofenil)-5-hidroximetil-2-oxazolidina y utilizé en la siguiente etapa de la siguiente

manera.:

Se agité 3-(4-cianofenil)-5-hidroximetil-2-oxazolidina (1,0 equivalente; como se describié
anteriormente), en cloruro de metileno (0,10 M) a 25 °C con 1,1 equivalentes de sulfuro
de hidrégeno, 1,1 equivalentes de yoduro de metilo y 1,1 equivalentes de acetato de
amonio. La mezcla de reaccion se agité durante 6 horas y a continuacion se diluyé con
acetato de etilo (0,10 M) y se lavd 2X con agua, 1X con salmuera y se sec6 sobre sulfato
de magnesio. A continuacion se elimin6 el disolvente en vacio y el producto bruto se
purificé posteriormente por medio de cromatografia en columna en gel de silice para
obtener la amidina que se utilizé en la siguiente etapa de la siguiente manera:

Se protegi6é 1,0 equivalente de la amidina, sintetizada como se describié anteriormente,
con 1,1 equivalentes de BOC-ON (2-(BOC-oxiimino)-2-fenilacetonitrilo; Aldrich) en cloruro
de metileno (0,10 M) a 25 °C y se agité durante 6 horas. A continuacion, la mezcla de
reaccion se diluyé con acetato de etilo (0,10 M) y se lavé 2X con agua, 1X con salmuera y
se seco sobre sulfato de magnesio. A continuacion se eliminé el disolvente en vacio y el
producto bruto se esterific6 a continuacion en cloruro de metileno 0,20 M y 1,1
equivalentes de cloruro de metanosulfonilo. La mezcla de reaccion se agit6 a 0 °C
durante 6 horas y a continuacion se extinguié con agua (5 equivalentes) y posteriormente
se diluy6 con acetato de etilo (0,10 M) y se lavd 2X con agua, 1X con salmuera y se seco
sobre sulfato de magnesio. A continuacion se eliminé el disolvente en vacio y el producto
bruto se purific6 posteriormente por medio de cromatografia en columna en gel de silice
para obtener 3-p-N-BOC-amidino-fenil-5-metanosulfoniloxi-metil-2-oxazolidinona.

3) Acoplamiento del intermedio 2-N-propil-sulfonilamino-3-(4-hidroxi-fenil)propionato _con

3-p-N-BOC-amidino-fenil-5-metanosulfoniloxi-metil-2-oxazolidinona_para formar la forma

protegida del Compuesto 17, 3-(4-BOC-amidinofenil)-5-(4-(2-metoxi-carbonil-2-N-propil-

sulfonilaminoetil)-feniloxilmetil-2-oxazolidinona

Se agitd6 una mezcla de 1,9 gramos de 2-N-propil-sulfonilamino3-(4-hidroxi-
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fenil)propionato (como se describié anteriormente), 20 ml de dimetilformamida (DMF) y
NaH (1,0 equivalente), durante 30 minutos a temperatura ambiente. Tras la agitacion, se
afiadieron 1,8 gramos de 3-p-N-BOC-amidino-fenil-5-metanosulfoniloxi-metil-2-
oxazolidinona (como se describié anteriormente) en 10 ml de dimetilformamida (DMF) y
se agitd nuevamente durante 15 minutos a temperatura ambiente. A continuacion se
diluy6 la mezcla de reacciéon con acetato de etilo (0,10 M) y se lavé 2X con agua, 1X con
salmuera y se secO sobre sulfato de magnesio. A continuacion se eliminé el disolvente en
vacio y el producto bruto se purificé posteriormente por medio de cromatografia en
columna en gel de silice para obtener la forma protegida del Compuesto 17, 3-(4-BOC-
amidinofenil)-5-(4-(2-metoxi-carbonil-2-N-propilsulfonilaminoetil)-fenioxilmetil-2-oxazolidi-
nona que se utilizé en la siguiente etapa.

4) Desproteccion de la forma protegida del Compuesto 17 para formar el Compuesto 17:

3-(4-aminofenil)-5-(4-(2-carboxi-2-N-propilsulfonilaminoetil)fenoxi)metil-2-oxazolidinona,
Figura 42

Se realizé el tratamiento de la forma protegida del Compuesto 17, 3-(4-BOC-
amidinofenil)-5-(4-(2-metoxi-carbonil-2-N-propilsulfonilaminoetil)fenioxilmetil-2-oxazolidi-
nona (1,0 equivalentes; sintetizado como se describié anteriormente), con 4 ml de NaOH
2N durante 4 horas a temperatura ambiente. A continuacién la mezcla se traté afiadiendo
gota a gota 40 ml de disoluciéon de HCI 2N en dioxano a 0 °C hasta 25 °C durante 3
horas. A continuacion, la mezcla de reaccion se extinguié con bicarbonato de sodio (5
equivalentes) y posteriormente se diluyé con acetato de etilo (0,10 M) y se lavé 2X con
agua, 1X con salmuera y se sec6 sobre sulfato de magnesio. A continuacién se eliminé el
disolvente en vacio y posteriormente se purificé el producto bruto por medio de
cromatografia en columna en gel de silice para obtener el Compuesto 17: 3-(4-
amidinofenil)-5-(4-(2-carboxi-2-N-propilsulfonilaminoetil)fenoxi)metil-2-oxazolidinona; p.f.
200 °C (d).

R. Compuesto 18: 3-(4-amidinofenil)-5-(4-(2-carboxi-2-N-etil-sulfonilaminoetil)fenoxi)

metil-2-oxazolidinona sequn se muestra en la Figura 42

1) Sintesis del material de partida 2-N-etil-sulfonilamino-3-(4-hidroxi-fenil)propionato para

el Compuesto 18:
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COMPUESTO 18

El material de partida 2-N-etil-sulfonilamino-3 (4-hidroxi-fenil)propionato se obtuvo por
medio de la esterificaciéon de ((D o L) tirosina) (1,0 equivalente; Sigma) en 0,10 M metanol
y HCI diluido al 1%. La mezcla de reaccién se agit6 a 25 °C durante 12 horas y a
continuacion se neutralizdé por medio de carbonato de potasio y posteriormente se diluyé
con acetato de etilo (0,10 M) y se lavé 2X con agua, 1X con salmuera y se secO sobre
sulfato de magnesio. A continuacion se eliminé el disolvente en vacio y el producto bruto
posteriormente se utilizé de la siguiente manera:

Se agitdé una mezcla del compuesto anterior (4,3 mmol), cloruro del acido etilsulfénico
(6,6 mmol; Aldrich) y trietilamina (1,5 equivalentes) en cloruro de metileno (20 ml) durante
12 horas a temperatura ambiente. A continuacion se evaporé la mezcla de reaccién y el
residuo se disolvid en acetato de etilo, se lavé con HCI diluido, bicarbonato de sodio
acuoso y agua. Tras evaporar hasta sequedad el producto bruto se purificé por medio de
cromatografia de resolucién rapida (gel de silice, tolueno/acetato de etilo 15:1) para dar el
compuesto del titulo.

2) Sintesis_del material de partida 3-p-N-BOC-amidinofenil-5-metanosulfoniloxi-metil-2-

oxazolidinona para el Compuesto 18: procedimiento de 3 etapas de la siguiente manera:

Se agitdé p-amino-benzonitrilo (1,0 equivalente; Aldrich) en cloruro de metileno (0,10 M)
con 2,3-epoxipropanol (1,0 equivalente; Aldrich) durante 12 horas a 25 °C. A continuacion
se elimind el disolvente en vacio y el 4-(2,3-dihidroxipropilamino)benzonitrilo bruto se
utilizé en la siguiente etapa de la siguiente manera:

Se agité 4-(2,3-dihidroxipropilamino)benzonitrilo (1,0 equivalente; como se describié
anteriormente), en dimetilformamida (0,10 M), a 25 °C, con carbonato de dietilo (1,1
equivalentes; Aldrich) y terc-butilato de potasio (1,1 equivalentes; Aldrich) a 110 °C
durante 6 horas. A continuacion, se diluy6é la mezcla de reaccién con acetato de etilo
(0,10 M) y se lavd 2X con agua, 1X con salmuera y se secé sobre sulfato de magnesio. A
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continuacion se elimind el disolvente en vacio y el producto bruto se purificd
posteriormente por medio de cromatografia en columna en gel de silice para obtener 3-
(4-cianofenil)-5-hidroximetil-2-oxazolidina y se utilizé en la siguiente etapa de la siguiente

manera.:

Se agité 3-(4-cianofenil)-5-hidroximetil-2-oxazolidina (1,0 equivalente; como se describi
anteriormente), en cloruro de metileno (0,10 M) a 25 °C con 1,1 equivalentes de sulfuro
de hidrégeno, 1,1 equivalentes de yoduro de metilo y 1,1 equivalentes de acetato de
amonio. La mezcla de reaccion se agité durante 6 horas y a continuacion se diluyé con
acetato de etilo (0,10 M) y se lavd 2X con agua, 1X con salmuera y se sec6 sobre sulfato
de magnesio. A continuacion se elimin6 el disolvente en vacio y el producto bruto se
purificé posteriormente por medio de cromatografia en columna en gel de silice para
obtener la amidina que se utilizd en la siguiente etapa de la siguiente manera:

Se protegi6é 1,0 equivalente de la amidina, sintetizada como se describié anteriormente,
con 1,1 equivalentes de BOC-ON (2-(BOC-oxiimino)-2-fenilacetonitrilo; Aldrich) en cloruro
de metileno (0,10 M) a 25 °C y se agité6 durante 6 horas. A continuacion, la mezcla de
reaccion se diluyé con acetato de etilo (0,10 M) y se lavé 2X con agua, 1X con salmuera y
se seco6 sobre sulfato de magnesio. A continuacion se elimin6 el disolvente en vacio y
posteriormente se esterificé el producto bruto en cloruro de metileno 0,10 M vy 1,1
equivalentes de cloruro de metanosulfonilo. La mezcla de reaccion se agito a 0 °C
durante 6 horas y a continuacion se extinguié con agua (5 equivalentes) y posteriormente
se diluy6 con acetato de etilo (0,10 M) y se lavd 2X con agua, 1X con salmuera y se seco
sobre sulfato de magnesio. A continuacion se eliminé el disolvente en vacio y el producto
bruto se purificd posteriormente por medio de cromatografia en columna en gel de silice
para obtener 3-p-N BOC-amidino-fenil-5-metanosulfoniloxi-metil-2-oxazolidinona.

3) Acoplamiento del intermedio 2-N-etil-sulfonilamino-3-(4-hidroxi-fenil)propionato con 3-

p-N-BOC-amidino-fenil-5-metanosulfoniloxi-metil-2-oxazolidinona para formar la forma

protegida del Compuesto 18. 3-(4-BOC-amidinofenil)-5-(4-(2-metoxi-carbonil-2-N-etil-

sulfonilaminoetil)-fenioxilmetil-2-oxazolidinona

Se agité una mezcla de 1,9 gramos de 2-N-etil-sulfonilamino-3-(4-hidroxi-fenil)propionato
(como se describi6 anteriormente), 20 ml de dimetilformamida (DMF) y NaH (1,0
equivalente), durante 30 minutos a temperatura ambiente. Tras agitar, se afadieron 1,8
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gramos de 3-p-N-BOC-amidino-fenil-5-metanosulfoniloxi-metil-2-oxazolidinona (como se
describié anteriormente) en 10 ml de dimetilformamida (DMF) y se agitd nuevamente
durante 15 minutos a temperatura ambiente. A continuacién se diluyé la mezcla de
reaccion con acetato de etilo (0,10 M) y se lavé 2X con agua, 1X con salmuera y se secO
sobre sulfato de magnesio. A continuacién se elimind el disolvente en vacio vy
posteriormente se purifico el producto bruto por medio de cromatografia en columna en
gel de silice para obtener la forma protegida del Compuesto 18, 3-(4-BOC-amidinofenil)-
5-(4-(2-metoxi-carbonil-2-N-etilsulfonilaminoetil)-fenioxilmetil-2-oxazolidinona  que  se
utilizé en la siguiente etapa.

4) Desproteccion de la forma protegida del Compuesto 18 para formar el Compuesto 18:

3-(4-amidinofenil)-5-(4-(2-carboxi-2-N-etilsulfonilaminoetil)fenoxi)metil-2-oxazolidinona
Figura 42

Se realizé el tratamiento de la forma protegida del Compuesto 18, 3-(4-BOC-
amidinofenil)-5-(4-(2-metoxi-carbonil-2-N-etilsulfonilaminoetil)fenioxilmetil-2-oxazolidinona
(1,0 equivalente; sintetizado como se describié anteriormente), con 4 ml de NaOH 2N
durante 4 horas a temperatura ambiente. A continuacién la mezcla se traté afiadiendo
gota a gota 40 ml de disoluciéon de HCI 2N en dioxano a 0 °C hasta 25 °C durante 3
horas. La mezcla de reaccién se extinguié a continuacién con bicarbonato de sodio (5
equivalentes) y posteriormente se diluyé con acetato de etilo (0,10 M) y se lavé 2X con
agua, 1X con salmuera y se sec6 sobre sulfato de magnesio. A continuacion se eliminé el
disolvente en vacio y posteriormente se purificé el producto bruto por medio de
cromatografia en columna en gel de silice para obtener el Compuesto 18: 3-
(4amidinofenil)-5-(4-(2-carboxi-2-N-etilsulfonilaminoetil)fenoxi)metil-2-oxazolidinona;  p.f.
212 °C (d).

14. Inhibicién de la angiogénesis inducida por factores de crecimiento segin se mide en

el ensayo de CAM por medio de la aplicacion intravenosa de miméticos organicos del
ligando de ayB3

También se evalud el efecto sobre la angiogénesis inducida por factores de crecimiento
con mimeéticos organicos de un ligando deB3 inyectado por via intravenosa en la
preparacion de CAM para uso en esta invencion.
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Se uso la preparacion de CAM de 10 dias como se describié previamente en el Ejemplo
5A. Veinticuatro horas después de iniciada la angiogénesis inducida por bFGF, se
inyectaron los miméticos organicos denominados compuestos 16 (81218), 17 (87292) y
18 (87293) por via intravenosa por separado en la preparacion de CAM en un volumen de
100 pl a una concentracion de 1 mg/ml (100 pg/embrién) en tetraglicol al 20% en PBS a
pH 7,0. En ensayos en paralelo, se evaluaron de manera similar los compuestos 7
(96112), 9 (99799), 10 (96229), 12 (112854) y 14 (96113). Los efectos de los miméticos
organicos se analizaron 48 horas mas tarde, donde se realiz6 la cuantificacion mediante
el recuento del numero de puntos de ramificacién de los capilares sanguineos en el area
del disco del filtro en un enfoque doble ciego.

Los resultados se muestran respectivamente en las Figuras 43 y 44. En la Figura 43, los
compuestos 14 (96113), 10 (96229), 9 (99799) y 12 (112854), en orden decreciente de
inhibicion, fueron eficaces en la reducciéon del nimero de puntos de ramificacion de los
capilares sanguineos nuevos comparados con el control de induccién por bFGF y
comparados con el compuesto 7 (96112). En la Figura 44, los compuestos 17 (87292) y
18 (87293) exhibieron propiedades antiangiogénicas comparados con el control bFGF sin
tratamiento y con tratamiento con el compuesto 16 (81218).

En un tercer ensayo, los compuestos organicos 7 (96112), 10 (96229) y 14 (96113) se
evaluaron como inhibidores de la angiogénesis inducida por bFGF junto con los péptidos
69601 y 66203. Para este ensayo, se administraron 250 pg/ml de los compuestos
organicos 18 horas después del tratamiento con bFGF como se describié en el Ejemplo
7B. Los resultados se muestran en la Figura 28, donde como anteriormente, los
compuestos 14 (96113) y 10 (96229) inhibieron casi completamente la formacién de
nuevos capilares sanguineos inducidos por bFGF.

Por consiguiente, los Ejemplos mencionados anteriormente demuestran que la integrina
ayfs desempefia un papel fundamental en la angiogénesis inducida por una diversidad de
estimulos y, como tal, ayBs es una diana terapéutica valiosa con los antagonistas dea £33
de la presente invencion para enfermedades caracterizadas por la neovascularizacion.

Se considera que la memoria descriptiva anterior es suficiente para permitir a un experto
en la técnica poner en practica la invencion. La presente invencion no debe estar limitada

en su alcance por la linea celular depositada, dado que la forma de realizacién
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depositada esta pensada como una Unica ilustracion de un aspecto de la invencién y
cualquier linea celular que sea funcionalmente equivalente esta dentro del &mbito de esta
invencién. El depdsito de material no constituye una admision de que la descripcion
escrita contenida en el presente documento sea inadecuada para permitir la puesta en
practica de cualquier aspecto de la invencion, incluido el mejor modo de la misma, ni
debera interpretarse como limitante del alcance de las reivindicaciones a la ilustracion

especifica que representa.
LISTADO DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL:
(i) SOLICITANTE:

(A) NOMBRE: THE SCRIPPS RESEARCH INSTITUTE
(B) CALLE: 10550 North Torrey Pines Road

(C) CIUDAD: La Jolla

(D) ESTADO: California

(E) PAIS: EEUU

(F) CODIGO POSTAL: 92037

(G) TELEFONO: (619) 784-2937

(H) TELEFAX: (619) 784-9399

(i) TITULO DE LA INVENCION: PROCEDIMIENTOS Y COMPOSICIONES
UTILES PARA LA INHIBICION DE LA ANGIOGENESIS

(i) NUMERO DE SECUENCIAS: 45
(iv) FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR:

(A) TIPO DE MEDIO: Disquete

(B) ORDENADOR: PC compatible con IBM

(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS

(D) PROGRAMA INFORMATICO: Patentln Release N° 1.0, Version N°
1.25
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(v) DATOS DE LA SOLICITUD ACTUAL:

(A) NUMERO DE SOLICITUD: PCT/US97/
(B) FECHA DE PRESENTACION: 30 de mayo de 1997

(vi) DATOS DE LA SOLICITUD ANTERIOR:

(A) NUMERO DE SOLICITUD: US 08/210.715
(B) FECHA DE PRESENTACION: 18 de marzo de 1994

(vi) DATOS DE LA SOLICITUD ANTERIOR:

(A) NUMERO DE SOLICITUD: US 08/366.665
(B) FECHA DE PRESENTACION: 30 de diciembre de 1994

(2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 1:
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 6 aminoé&cidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: péptido
(B) LOCALIZACION: 1..6

(D) OTRA INFORMACION: /marca = BOC-GRGDFV-OMe /nota- “BOC
significa el extremo N terminal que protege el grupo butiloxicarbonilo; OMe
significa un metiléster en el extremo C terminal; arginina en la segunda
posicién”.

(ix) CARACTERISTICA:
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(A) NOMBRE/CLAVE: péptido

(B) LOCALIZACION: 1..6

(D) OTRA INFORMACION: /marca = O-Me /nota = “OMe significa el grupo
metiléster que protege el extremo C terminal”.

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: péptido

(B) LOCALIZACION: 1..6

(D) OTRA INFORMACION: /marca = D-Arg /nota= “Un prefijo “D” en D-Arg
significa que la arginina en posicién 2 es un aminoéacido D”.

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 1:

Gly Arg Gly Asp Phe Val
1 5

(2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 2:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 6 aminoécidos
(B) TIPO: aminoéacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: péptido

(B) LOCALIZACION: 1..6

(D) OTRA INFORMACION: /marca = BOC /nota= “BOC significa el grupo
terc-butiloxicarbonilo que bloquea el extremo N terminal”

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: péptido
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(B) LOCALIZACION: 1..6
(D) OTRA INFORMACION: /marca = OH /nota = “OH significa un &cido
carboxilico libre en el extremo C terminal”.

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: péptido
(B) LOCALIZACION: 1..6
(D) OTRA INFORMACION: /marca = D-Arg /nota= “Un prefijo “D” en D-Arg
significa que la arginina en posicién 2 es un aminoacido D”.

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 2:

Gly Arg Gly Asp Phe Val
1 5

(2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 3:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 6 aminoé&cidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: péptido

(B) LOCALIZACION: 1..6

(D) OTRA INFORMACION: /marca = H /nota= “H significa una amina libre
en el extremo N terminal”

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: péptido
(B) LOCALIZACION: 1..6
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(D) OTRA INFORMACION: /marca = OH /nota = “OH significa un acido
carboxilico libre en el extremo C terminal”

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: péptido

(B) LOCALIZACION: 1..6

(D) OTRA INFORMACION: /marca = D-Arg /nota= “Un prefijo “D” en D-Arg
en la posicion 2, significa que la arginina es un aminoéacido D”.

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 3:

Gly Arg Gly Asp Phe Val
1 5

(2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 4:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 6 aminoé&cidos
(B) TIPO: aminoéacido
(D) TOPOLOGIA: circular

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: péptido
(B) LOCALIZACION: 2
(D) OTRA INFORMACION: /nota = “Arg es un aminoacido D”.

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 4:

Gly Arg Gly Asp Phe Val
1 5

(2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 5:
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() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 5 aminoécidos
(B) TIPO: aminoéacido
(D) TOPOLOGIA: circular
(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: péptido
(B) LOCALIZACION: 4
(D) OTRA INFORMACION: /nota = “Arg es un aminodcido D”.

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 5:

Arg Gly Asp Phe Val
1 5

(2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 6:

() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 5 aminoécidos
(B) TIPO: aminoéacido
(D) TOPOLOGIA: circular

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: péptido
(B) LOCALIZACION: 4

(D) OTRA INFORMACION: /nota — “Phe es un aminoacido D”

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 6:



10

15

20

25

30

35

ES 2348 462 T3
115

Arg Ala Asp Phe Val
1 5

(2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 7

() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 5 aminoécidos
(B) TIPO: aminoé&cido
(D) TOPOLOGIA: circular

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: péptido
(B) LOCALIZACION: 5
(D) OTRA INFORMACION: /nota = “Val es un aminoacido D”.

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 7:

Arg Gly Asp Phe Val
1 5

(2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 8:
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 15 aminoéacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 8:

Tyr Thr Ala Glu Cys Lys Pro Gln Val Thr Arg Gly Asp Val Phe
1 5 10 15
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(2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° O:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 5 aminoécidos
(B) TIPO: aminoé&cido
(D) TOPOLOGIA: circular

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: péptido
(B) LOCALIZACION: 2
(D) OTRA INFORMACION: /nota = “Ala es un aminoacido D”.

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 9:

Arg Ala Asp Phe Val
1 5

(2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 10:
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 6 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: circular

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: péptido
(B) LOCALIZACION: 5
(D) OTRA INFORMACION: /nota = “Phe es un aminoécido D”.
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 10:

Ala Arg Gly Asp Phe Leu
% S

(2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 11:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 6 aminoé&cidos
(B) TIPO: aminoéacido
(D) TOPOLOGIA: circular

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: péptido
(B) LOCALIZACION: 5

(D) OTRA INFORMACION: /nota = “Phe es un aminoacido D”.

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 11:

Gly Arg Gly Asp Phe Leu
1 5

(2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 12:
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 12 aminoécidos
(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 12:

"Thr Arg Gln Val Val Cys Asp Leu Gly Asn Pro Met

1 5
(2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 13:

() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 13 aminoécidos
(B) TIPO: amino&cido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

10

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 13:

Gly Val Val Arg Asn Asn Glu Ala Leu Ala Arg Leu Ser

1 5
(2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 14:

() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 11 aminoécidos
(B) TIPO: aminoéacido

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

10

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 14:

Thr Asp Val Asn Gly Asp Gly Arg His Asp Leu

1 5
(2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 15:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 5 aminoacidos

10
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(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: circular

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: péptido
(B) LOCALIZACION: 5

(D) OTRA INFORMACION: /nota = “La metilacion esta en el amino (NH2)

terminal del residuo valina”.

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 15:
Arg Gly Asp Phe Val

1
(2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 16:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 5 aminoécidos
(B) TIPO: aminoéacido
(D) TOPOLOGIA: circular

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: péptido
(B) LOCALIZACION: 5

(D) OTRA INFORMACION: /nota = “La metilacion esta en el amino (NH2)

terminal del residuo valina”.

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 16:
Arg Gly Glu Phe Val

1

5

5
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(2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 17:

Lys Gly Ile Gln Glu Leu Tyr Gly Ala Ser Pro Asp Ile Asp Leu Gly

1

() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 222 aminoacidos
(B) TIPO: aminoé&cido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(v) TIPO DE FRAGMENTO: C terminal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 17:

5

10

15
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Thr

Gln

Phe

Pro

65

Lys

Phe

Gly

Arg

FPhe

145

Asp

Asp

Phe

Ser

Gly

Asp

Phe

S0

Met

Ile

Ala

Tyr

Val

130

Ala

Pro

Asn

Phe

Val
210

Pro

Ile
35

Lys

Gly

Asp

Gly

Pro

115

Asp

Gly

Gly

Leu

Lys

195

Lys

Thr
20

Val

Asp

Pro

Ala

Asn

100

Lys

Ala

Asp

Phe

Asp

180

Gly

Phe

Pro

Phe

Arg

Leu

Val

85

Glu

Pro

Ala

Lys

Pro

165

Ala

Ala

Gly
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Thr

Asp

Phe

Leu

70

Tyr

Tyr

Leu

Phe

Phe

150

Lys

Val

Tyr

Ser

Leu

Gly

Ile

55

Val

Glu

Trp

Thr

Asn

135

Trp

Leu

Val

Tyr

Ile
215

Gly

Ile
40

Trp

Ala

Ala

Ile

Ser

120

Trp

Arg

Ile

Asp

Leu

200

Lys

Pro
25

Ala

Arg

Thr

Pro

Tyr

105

Leu

Ser

Tyr

Ala

Leu

185

Lys

Ser

Val

Gln

Thr

Phe

Gln

90

Ser

CGly

Lys

Asn

Asp

170

Gln

Leu

Asp

Thr

Ile

Val

Trp

75

Glu

Ala

Leu

Asn

Glu

155

Ala

Gly

Glu

Trp

Pro

Arg

Thr

60

Pro

Glu

Ser

Pro

Lys

140

Val

Trp

Gly

Asn

Leu

220

Glu

Gly

45

Pro

Glu

Thr

Pro

125

Lys

Asn

Gly

Gln
205

Gly

Ile
30

Glu

Arg

Leu

Ala

Leu

110

Asp

Lys

Ala

His

190

Ser

Cys

Cys Lys

Ile Phe

Asp Lys

Pro Glu
80

Val Phe
95

Glu Arg

Val Gln

Tyr Ile

Lys Met
160

Ile Pro
175

Ser Tyr

Leu Lys
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(2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 18:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 193 aminoacidos
(B) TIPO: aminoé&cido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(v) TIPO DE FRAGMENTO: C terminal
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 18:



10

15

20

25

30

35

Ile Cys

Glu Ile

Arg Asp

Leu Pro
50

Ala Val
65

Leu Glu

Asp Val

Thr Tyr

Lys Lys

130

Ala Ile

145

Lys

Phe

Lys

35

Glu

Phe

Arg

Gln

Ile

115

Met

Pro

Gln Asp

Phe Phe

20

Pro Met

Lys Ile

Phe Ala

Gly Tyr

85

Arg Val

100

Phe Ala

Asp Pro

Asp Asn

Ile

Lys

Gly

Asp

Gly

70

Pro

Asp

Gly

Gly

Leu

150

ES 2348 462 T3

Val Phe

Asp Arg

Pro Leu

40

Ala Val
55

Asn Glu

Lys Pro

Ala Ala

Asp Lys
120

Phe Pro
135

Asp Ala

123

Asp
Phe
25

Tyr

Tyx

Phe
105

Phe

Val

Gly

10

Ile

Val

Glu

Trp

Thr

20

Asn

Trp

Leu

Val

Ile

Trp

Ala

Ala

Ile

75

Ser

Trp

Arg

Ile

Asp

155

Ala

Arg

Thr

Pro

60

Tyr

Ser

Tyr

Ala

140

Leu

Gln Ile

Thr Val
30

Phe Trp
45

Gln Glu

Ser Ala

Gly Leu

Lys Asn

110

Asn Glu
125

Asp Ala

Gln Gly

Arg

15

Thr

Pro

Glu

Ser

Pro

95

Lys

Val

Trp

Gly

Gly

Pro

Glu

Lys

Thr

80

Pro

Lys

Lys

Asn

GCly

160

His Ser Tyr Phe Phe Lys Gly Ala Tyr Tyr Leu Lys Leu Glu Asn Gln

165

170

175

Ser Leu Lys Ser Val Lys Phe Gly Ser Ile Lys Ser Asp Trp Leu Gly
185

Cys

180

190
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(2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 19:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 74 aminoécidos
(B) TIPO: aminoé&cido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 19:

Ile Cys Lys Gln Asp Ile Val Phe Asp Gly Ile Ala Gln Ile Arg Gly
1 5 10 15

Glu Ile Phe Phe Phe Lys Asp Arg Phe Ile Trp Arg Thr Val Thr Pro
20 25 30

Arg Asp Lys Pro Met Gly Pro Leu Leu Val Ala Thr Phe Trp Pro Glu
35 40 45

Leu Pro Glu Lys Ile Asp Ala Val Tyr Glu Ala Pro Gln Glu Glu Lys
30 55 60

Ala Val Phe Phe Ala Gly Asn Glu Tyr Trp

65 70
(2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 20:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 108 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 20:
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Ile

Glu

Arg

Leu

Ala

65

Asp

Cys Lys

Ile Phe

Asp Lys
35

Pro Glu

50

Val Phe

Glu Arg

Val Gln

Gln Asp

Phe Phe
20

Pro Met

Lys Ile

Phe Ala

Gly Tyr

85

Arg Val
100

ES 2348 462 T3

Ile Val

Lys Asp

Gly Pro

Asp Ala

55

Gly Asn
70

Pro Lys

Asp Ala

Phe

Arg

Leu

125

Asp

Phe
25

40

Val

Glu

Pro

Ala

(2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 21:

Tyr

Tyr

Leu

Phe
105

Gly

10

Ile

Val

Glu

Trp

Thr

90

Asn

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 122 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(v) TIPO DE FRAGMENTO: C terminal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 21:

Ile

Trp

Ala

Ala

Ile

75

Ser

Trp

Ala

Arg

Thr

Pro

60

Tyr

Leu

Ser

Gln Ile

Thr Val
30

Phe Trp

45

Gln Glu

Ser Ala

Gly Leu

Arg

15

Thr

Pro

Glu

Ser

Pro
95

Pro

Glu

Lys

Thr

80

Pro
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Glu Tyr Trp Ile Tyr Ser Ala Ser Thr Leu Glu Arg
Pro Leu Thr Ser Leu Gly Leu Pro Pro Asp Val Gln
20 25

Ala Phe Asn Trp Ser Lys Asn Lys Lys Thr Tyr Ile
35 40

Lys Phe Trp Arg Tyr Asn Glu Val Lys Lys Lys Met
S0 55 60

Pro Lys Leu Ile Ala Asp Ala Trp Asn Ala lle Pro
65 70 75

Ala Val Val Asp Leu Gln Gly Gly Gly His Ser Tyr
85 90

Ala Tyr Tyr Leu Lys Leu Glu Asn Gln Ser Leu Lys
100 105

Gly Ser Ile Lys Ser Asp Trp Leu Gly Cys
115 120

2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 22:
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 89 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(v) TIPO DE FRAGMENTO: C terminal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 22:

Arg

Phe

45

Asp

Asp

Phe

Ser

Tyr

Val

30

Ala

Pro

Asn

Phe

Val
110

Pro
15

Asp

Gly

Gly

Leu

Lys

95

Lys

Lys

Ala

Asp

Phe

Asp

80

Gly

Phe
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Phe Asn Trp Ser Lys Asn Lys Lys Thr Tyr Ile Phe

Phe Trp Arg Tyr Asn Glu Val Lys Lys Lys Met Asp
20 25

Lys Leu Ile Ala Asp Ala Trp Asn Ala Ile Pro Asp
35 40

Val Val Asp Leu Gln Gly Gly Gly His Ser Tyr Phe
50 55 60

Tyr Tyr Leu Lys Leu Glu Asn Gln Ser Leu Lys Ser
65 70 75

Ser Ile Lys Ser Asp Trp Leu Gly Cys
85
2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 23:

() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 228 aminoacidos
(B) TIPO: aminoéacido

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(v) TIPO DE FRAGMENTO: C terminal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 23:

Ala Gly Asp Lys
15

Pro Gly Phe Pro
30

Asn Leu Asp Ala
45

Phe Lys Gly Ala

Val Lys Phe Gly
80
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Lys Gly

Pro Gly

Thr Pro

Ile Arg
50

Val Asn
65

Trp Pro

Asp Glu

Ala Ser

Leu Pro

130

Asn Lys

145

Glu Glu

Ser Trp

Asp Ser

Glu Asp
210

Ile

Pro

Glu

35

Gly

Pro

Asp

Lys

Asn

115

Pro

Lys

Lys

Asn

Gly

195

Lys

Gln

Gly

20

Leu

Glu

Arg

Leu

Ala

100

Leu

Asp

Thr

Lys

Gly

180

Ser
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Glu Leu Tyr
5

Pro Gly Pro
Cys Lys His
Ile Phe Phe

55

Gly Lys Pro
70

Pro Glu Lys
85

Val Phe Phe
Asp Arg Gly
Val Gln Arg

135

Tyr Ile Phe
150

Lys Met Glu
165

Val Pro Asp

Thr Tyr Phe

Leu Lys Ile
215

128

Glu Val Ser Pro Asp

Gly Pro
25

Asp Ile
40

Phe Lys

Thr Gly

Ile Asp

Ala Gly
105

Tyr Pro
120

Ile Asp

Ser Gly

Leu Ala

Asn Leu
185

Phe Lys
200

Val Lys

10

Arg

Val

Asp

Pro

Ala

90

Asn

Lys

Ala

Asp

Thx

170

Asp

Asp

Ile

Pro Thr

Phe Asp

Arg Phe
60

Leu Leu
75

Val Tyr

Glu Tyr

Lys Leu

Ala Phe

140

Arg Tyr

155

Pro Lys

Ala Val

Gln Tyr

Gly Lys
220

Val

Leu

Gly

45

Met

Val

Glu

Trp

Thr

125

Asn

Trp

Phe

Leu

Tyr

205

Ile

Glu

Gly
30

Val

Trp

Ala

Ser

Val

110

Ser

Trp

Lys

Ile

Gly

190

Leu

Ser

Pro
15

Pro

Ala

Arg

Thr

Pro

95

Tyr

Leu

Gly

Tyr

Ala

175

Leu

Gln

Ser

Gly

Val

Gln

Phe

80

Gln

Thr

Gly

Arg

Asn

160

Asp

Thr

Met

Asp
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2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 24:

() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

ES 2348 462 T3

129

Trp Leu Gly Cys
225

(A) LONGITUD: 193 aminoacidos
(B) TIPO: aminoéacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(v) TIPO DE FRAGMENTO: C terminal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID.

Leu Cys Lys His

1

Glu Ile

Arg Gly

Leu Pro

50

Ala Val

65

Leu Asp

Asp Val

Thr Tyr

Phe

Lys

35

Glu

Phe

Arg

Gln

Ile
115

Phe

20

Pro

Lys

Phe

Gly

Arg

100

Phe

Asp
)

Phe

Ile

Ala

Tyr

85

Ile

Ser

Ile Val Phe Asp Gly

Lys Asp
Gly Pro
Asp Ala

55
Gly Asn
70
Pro Lys

Asp Ala

Gly Asp

Arg

Leu

40

Val

Glu

Lys

Ala

Arg
120

Phe
25

Leu

Tyr

Leu

Phe
105

10

Met

Val

Glu

Trp

Thr

90

Asn

Trp

SEC. N° 24:

Val Ala Gln

Trp

Ala

Ser

Val

75

Ser

Trp

Lys

Arg

Thr

Pro

60

Leu

Gly

Tyr

Thr

Phe

45

Gln

Gly

Arg

Asn
125

Ile

Val

30

Trp

Asp

Ala

Leu

Asn

110

Glu

Arg
15

Asn
Pro
Glu
Ser
Pro
95

Lys

Glu

Pro

Asp

Lys

Asn

80

Pro

Lys

Lys
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Lys Lys Met Glu Leu Ala Thr Pro Lys Phe Ile Ala Asp Ser Trp Asn

130 135 140

Gly Val Pro Asp Asn Leu Asp Ala Val Leu Gly Leu Thr Asp Ser Gly

145 150 155

160

Tyr Thr Tyr Phe Phe Lys Asp Gln Tyr Tyr Leu Gln Met Glu Asp Lys

165 170

175

Ser Leu Lys Ile Val Lys Ile Gly Lys Ile Ser Ser Asp Trp Leu Gly

180 185

Cys
2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 25:

() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 74 aminoécidos
(B) TIPO: aminoéacido

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 25:

190
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131

Leu Cys Lys His Asp Ile Val Phe Asp Gly Val Ala Gln Ile Arg Gly
1 5 10 15

Glu Ile Phe Phe Phe Lys Asp Arg Phe Met Trp Arg Thr Val Asn Pro
20 25 30

Arg Gly Lys Pro Thr Gly Pro Leu Leu Val Ala Thr Phe Trp Pro Asp
35 40 45

Leu Pro Glu Lys Ile Asp Ala Val Tyr Glu Ser Pro Gln Asp Glu Lys
50 55 60

Ala Val Phe Phe Ala Gly Asn Glu Tyr Trp
65 70

(2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 26:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 108 aminoacidos
(B) TIPO: aminoé&cido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 26:
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Glu

Arg

Leu

Ala

65

Leu

Asp

Cys Lys

Ile Phe

Gly Lys

35

Pro Glu

50

Val Phe

Asp Arg

Val Gln

His

Phe

20

Pro

Lys

Phe

Gly

Asp

Phe

Thr

Ile

Ala

Tyr
85

Ile

Lys

Gly

Asp

Gly

70

Pro

ES 2348 462 T3

Val Phe

Asp Arg

Pro Leu
40

Ala Val
55

Asn Glu

Lys Lys

Arg Ile Asp Ala Ala

100

2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 27:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

132

Asp

Phe

25

Leu

Tyr

Tyr

Leu

Phe
105

10

Met

Val

Glu

Trp

Thr

90

Asn

(A) LONGITUD: 122 aminoacidos
(B) TIPO: aminoéacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

(v) TIPO DE FRAGMENTO: C terminal
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 27:

Val

Trp

Ala

Ser

Val

75

Ser

Trp

Ala

Arg

Thr

Pro

60

Tyr

Leu

Gly

Gln

Thr

Phe

45

Gln

Thr

Gly

Ile

Val

30

Trp

Asp

Ala

Leu

Arg

15

Asn

Pro

Glu

Ser

Pro
95

Gly

Pro

Asp

Lys

Asn

80

Pro



10

15

20

25

30

35

Glu Tyr

Lys Leu

Ala Phe

Arg Tyr

Pro Lys

65

Ala Val

Gln Tyr

Gly Lys

Trp Val

Thr Ser
20

Asn Trp
35

Trp Lys

Phe Ile

Leu Gly

Tyr Leu

100

Ile Ser
115

Tyr Thr

Leu Gly

Cly Arg

Tyr Asn

Ala Asp

70

Leu Thr
85

Gln Met

Ser Asp

ES 2348 462 T3

Ala

Leu

Asn

Glu

55

Ser

Asp

Glu

Trp

Ser

Pro

Lys

40

Glu

Trp

Ser

Asp

Leu
120

2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 28:

() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

133

Asn

Pro

25

Lys

Lys

Asn

Gly

Lys

105

Gly

(A) LONGITUD: 89 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(v) TIPO DE FRAGMENTO: C terminal
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 28:

Leu

10

Asp

Thr

Lys

Gly

Tyr

90

Ser

Cys

Asp

Val

Tyx

Val
75

Thr

Leu

Arg Gly

Gln Arg

Ile Phe

45

Met Glu

60

Pro Asp

Tyr Phe

Lys Ile

Tyr

Ile

30

Ser

Leu

Asn

Phe

Val
110

Pro
15

Asp

Ala

Leu

Lys

95

Lys

Lys

Ala

Asp

Thr

Asp

80

Asp

Ile
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Phe

Tyx

Lys

Val

Tyr

65

Lys

Asn

Trp

Phe

Leu

50

Tyr

Ile

Trp

Lys

Ile

35

Gly

Leu

Ser

Gly

Tyr

20

Ala

Leu

Gln

Ser

Arg Asn

Asn Glu

Asp Ser

Thr Asp

Met Glu

70

Asp Trp
85

ES 2348 462 T3

Lys Lys

Glu Lys

Trp Asn
40

Ser Gly
55

Asp Lys

Leu Gly

2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 29:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 2123 pares de bases

(B) TIPO: &cido nucleico

(C) HEBRA: doble

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(i) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO
(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: CDS

134

Thr Tyr
10

Lys Lys

25

Gly Val

Tyr Thr

Ser Leu

Cys

(B) LOCALIZACION: 132..2123

Ile

Met

Pro

Tyr

Lys
75

Phe

Glu

Asp

Phe

60

Ile

Ser Gly

Leu Ala

30

Asn Leu
45

Phe Lys

Val Lys

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 29:

Asp Arg

15

Thr Pro

Asp Ala

Asp Gln

Ile Gly
80
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135
AATTCCGGCA AAAGAGAAAA CGGTGCAGAG AGTTAAGATG TGCAGATAAG CAACTAGTGC 60
ACTGTGCAGC CAAAGTAACT CACACGTCAGT CAGAGAAATC TTTTAAAGCAG GATTGCAAAA 120
ATATAGGCAG A ATG AAG ACT CAC AGT GTT TTT GGC TTC TTT TTT AAA GTA 170
Met Lys Thr His Ser Val Phe Gly Phe Phe Phe Lys Val
1 5 10
CTA TTA ATC CAA GTG TAT CTT TIT AAC AAA ACT TTA GCT GCA CCG TCA 218
Leu Leu Ile Gln Val Tyr Leu Phe Asn Lys Thr Leu Ala Ala Pro Ser
15 20 25

CCA ATC ATT AAG TTC CCT GGA GAC AGC ACT CCA AAA ACA GAC AAA GAG 266
Pro Ile Ile Lys Phe Pro Gly Asp Ser Thr Pro Lys Thr Asp Lys Glu

30 35 40 45
CTA GCA GTG CAA TAC CTG AAT AAA TAT TAT GGA TGC CCA AAA GAC AAT 314
Leu Ala Val Gln Tyr Leu Asn Lys Tyr Tyr Gly Cys Pro Lys Asp Asn

S0 55 60
TGC AAC TTA TTT GTA TTG AAA GAT ACT TTG AAG AAA ATG CAG AAA TTT 362
Cys Asn Leu Phe Val Leu Lys Asp Thr Leu Lys Lys Met Gln Lys Phe
65 70 75
TTT GGG CTG CCT GAA ACA GGA GAT TTG GAT CAA AAC ACA ATT GAG ACA 410
Phe Gly Leu Pro Glu Thr Gly Asp Leu Asp Gln Asn Thr Ile Glu Thr
80 85 90

ATG AAG AAA CCC CGC TGT GGT AAC CCC GAT GTG GCC AAT TAC AAC TTC 458
Met Lys Lys Pro Arg Cys Gly Asn Pro Asp Val Ala Asn Tyr Asn Phe
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Phe
110

ATA

Ile

GCC
Ala

cGa
Arg

GAA
Glu

CAC

His
190

GAT

TAT
Tyr

GGT
Gly

CTC
Leu

95

CCA

Pro

GGC
Gly

CGA
Arg

ATA
Ile

CAT
His
175

GCC
Ala

GAT
Asp

GGA
Gly

AAG
Lys

TGG
Trp
255

AGA
Arg

TAT
Tyr

GCC
Ala

AAT
Asn
160

GGT
Gly

TTT
Phe

GAA
Glu

AAT

Asn

GAA
Glu
240

TGT
Cys

AAG
Lys

ACC
Thr

TTT
Phe
145

GAT
Asp

GAT
Asp

GCA
Ala

CTG
Leu

GCA
Ala
225

TAC

Tyr

TCG

Ser

CCA
Pro

CCG
Pro
130

Lys

GGA
Gly

GGC
Gly

CCG

Pro

TGG
Trp
210
GAT

Asp

AAC

Asn

ACA

Lys
115

GAT
Asp

GTC
Val

GAG
Glu

TAT
Tyr

GGG
Gly
195

ACT

Thr

GGT
Gly

AGC

Ser

ACC
Thr

100
TGG

Trp

TTG

TGG
Trp

GCA
Ala

CCA
Pro
180

CCA

Pro

CTT
Leu

GAA
Glu

TGC
Cys

Lys
260

ES 2348 462 T3

GAA
Glu

GAT
Asp

AGT
Ser

GAC
Asp
165

TTT
Phe

GGA
Gly

GGA
Gly

TAC
Tyr

ACA
Thr
245

GAG
Asp

AAG
Lys

CCT
Pro

GAT
Asp
150

ATT
Ile

GAT
Asp

ATT
Ile

GAA
Glu

TGC
Cys
230

GAT

Asp

TTT
Phe

136

AAT

GAG
Glu
135

GTC
Val

ATG
Met

GGC
Gly

GGA
Gly

GGG
Gly
215

Lys

GCA
Ala

GAT
Asp

CAT
His
120

ACA

Thr

ACG
Thr

ATT
Ile

Lys

GGA
Gly
200

CAA

Gln

TTT
Phe

GGA
Gly

GCA
Ala

105

ATA
Ile

GTA
Val

cca

Pro

AAT

Asn

GAT
Asp
185

GAC
Asp

GTG
Val

ccc
Pro

CGT
Arg

GAT
Asp
265

ACA
Thr

GAT
Asp

CTG
Leu

TTT
Phe
170

GGT
Gly

TCC

Ser

GTT
Val

TTC
Phe

AAT
Asn
250

GGC
Gly

TAC

GAT
Asp

AGA
Arg
155

GGC

Gly

CIC
Leu

CAT

His

AGA
Arg

TGG
Trp
235

GAT
Asp

Lys

AGG
Arg

GCC
Ala
140

Phe

cGcAa
Arg

CTG
Leu

Phe

GTA
Val
220

TTC

Phe

GGA
Gly

TAT
Tyx

ATT
Ile
125

AAC
Asn

TGG
Trp

GCT
Ala

CAT
Asp
205

AAG

Lys

AAT
Asn

TTC
Phe

GGC
Gly

506

554

602

650

698

746

794

842

890

938
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TTT
Phe
270

CAG
Gln

TGT
Cys

GAA
Glu

ATG
Met

TTC
Phe
350

Asn

CGC
Arg

GCT
Ala

cca

Pro

TGT
Cys

[of o]
Pro

ACA
Thr

GAC
Asp

TCA
Ser
335

ATC
Ile

GAT
Asp

AAG
Lys

GCC
Ala

GGA
Gly
415

CIT TCT

ccC

Pro

TGC
Cys

ACA
Thr

TAT
Tyr
320

ACA

Thr

TTC
Phe

GGC
Gly

TGG
Trp

CAC
His
400

GCT
Ala

CAG

CAT

His

AAG
Lys

GAA
Glu
305

GAT

Asp

GTT
Val

CTT
Leu

AAG
Lys

GGC
Gly
385

GAA
Glu

CTC

Leu

GAT

GAG
Glu

TTT
Phe
290

GGC

Gly

AGA
Arg

GGT
Gly

GGG
Gly

CTG
Leu
370

TTT
Phe

TTT
Phe

ATG
Met

GAC

TCA
Ser
275

ccc
Pro

AGG
Arg

GAT
Asp

GGA
Gly

AAT
Asn
355

TGG

Trp

TGT
Cys

GGC
Gly

GCC
Ala

CTT
Leu

Phe

ACA
Thr

AAG
Lys

AAT
Asn
340

Lys

TGT
Cys

CCA
Pro

CAT

His

CCG
Pro
420

ATT AAG

ES 2348 462 T3

TIT
Phe

Lys

GAT
Asp

Lys
325

TCA

Ser

TAC
Tyr

GCT
Ala

GAT
Asp

GCG
Ala
405

ATC
Ile

GGG

ACA
Thr

Phe

GGA
Gly
310

TAC

Tyr

GAA
Glu

GAC
Asp

TCT
Ser

CAA
Gln
390

ATG
Met

TAC
Tyr

ATT

137

ATG
Met

Gln
295

TAC

Tyr

GGA
Gly

GGA
Gly

TCGC
Ser

ACC
Thr
375

GGA
Gly

GGA
Gly

ACC
Thr

CAG

GGT
Gly
280

GGC

Gly

AGA
Arg

TTC
Phe

GCT
Ala

TGT
Cys
360

AGC

Ser

TAC
Tyr

TTA
Leu

TAC
Tyr

GAG

GGC
Gly

CAG
Gln

TGG
Trp

TGC
Cys

CCT
Pro
345

ACA

Thr

AGC

Ser

AGT

Ser

GAG
Glu

ACC
Thr
425

CTA

AAT

Asn

TCC

Ser

TGT
Cys

CCA
Pro
330

TGT

Cys

AGT

Ser

TAT
Tyr

CTC

Leu

CAC
His
5410
AAG
Lys

TAT

GGT
Gly

TAT
Tyr

GGA
Gly
315

GAA

Glu

GTA
Val

GCA
Ala

GAT
Asp

TTC
Phe
395

TCC
Ser

AAC

Asn

GAA

GAT
Asp

GAC
Asp
300

ACC

Thr

ACT
Thr

TTC
Phe

GGT
Gly

GAT
Asp
380

TTG
Leu

GAG
Glu

TTC
Phe

GTA

GGA
Gly
285

CAG

Gln

ACT
Thr

GCC
Ala

cccC
Pro

CGC
Arg
365

GAC
Asp

GTT
Val

GAC
Asp

CGC
Arg

TCA

986

1034

1082

1130

1178

1226

1274

1322

1370

1418

1466
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430

CCT
Pro

CCT
Pro

Phe

AGA
Arg

GAG
Glu

Lys

GCC
Ala

AGA
Arg

Ser

GAT
Asp

ACC
Thr

GAT
Asp

TTC
Phe
495

CTC

Leu

TAC
Tyr

TAC
Tyr

Leu

TTC
Phe
575

TAC
Tyr

Gln

GTG
Val

CTIT

Leu

GGA
Gly
480

ATG
Met

Val

GAG
Glu

TGG
Trp

ACC
Thr
560

AAC

Asn

TGG
Trp

Asp

GAA
Glu

GGA
Gly
465

GTT
Val

TGG
Trp

GCT
Ala

TCC
Ser

GTT
Val
545

AGC

Ser

TGG
Trp

AAG
Lys

Asp

CCT
Pro
450

CCT

Pro

GCA
Ala

AGG
Arg

ACA
Thr

CCT

Pro
530
TAT

Tyr

CTG

GGC
Gly

TAC
Tyr

Ile
435

GGA
Gly

GTC
Val

CAA
Gln

ACT
Thr

TTC
Phe
515

CAG

Gln

ACA
Thr

GGA
Gly

AGA
Arg

AAT

Asn

Lys

CCA
Pro

ACT
Thr

ATT
Ile

GTA
Val
500

TGG
Trp

GAT
Asp

GCC
Ala

CTA

Leu

AAC
Asn
580

GAA
Glu

ES 2348 462 T3

Gly

GGG
Gly

CCA

Pro

AGA
Arg
485

AAC

Asn

CCT

Pro

GAG
Glu

AGC

Ser

CCC
Pro
565

AAG

Lys

GAA
Glu

Ile

ccAa
Pro

GAG
Glu
470

GGA
Gly

CCT
Pro

GAT
Asp

AAG
Lys

AAC
Asn
550

CCT

Pro

AAG
Lys

AAG
Lys

138

Gln

GGA
Gly
455

CTC

GAA
Glu

cca
Arg

CTG

GCT
Ala
535

CTG

Leu

CGAT
Asp

ACA

Thr

Lys

Glu
440

cca

Pro

TGC
Cys

ATA
Ile

GGA
Gly

CCA
Pro
520

GTA
Val

GAT
Asp

GTIG
Val

TAT
Tyr

Lys

Leu

GGG
Gly

AAG
Lys

TTT
Phe

Lys
505

GAG
Glu

TTT
Phe

AGG
Arg

CAA
Gln

ATT
Ile
585

ATG
Met

Tyr

CCA

Pro

CAC

His

TTC
Phe
490

cccC

Pro

Lys

Phe

GGC
Gly

cGe
Arg
570

TTC
Phe

GAG
Glu

Glu

GGA
Gly

GAC
Asp
475

TTC
Phe

ACA
Thr

ATC
Ile

GCA
Ala

TAT
Tyr
335

ATT

Ile

TCT
Ser

CTT
Leu

Val

CCA
Pro
460

ATT
Ile

Lys

GGT
Gly

GAT
Asp

GGA
Gly
540

CCA

Pro

GAT
Asp

GGA
Gly

GCA
Ala

Ser
445

CGT
Arg

GTA
Val

GAC
Asp

CCT

Pro

GCT
Ala
525

AAT

Asn

AAG
Lys

GCA
Ala

GAC
Asp

ACC
Thr

1514

1562

1610

1658

1706

1754

1802

1850

1898

1946
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139

590 595 600 605

CCA AAA TTC ATT GCG GAT TCT TGG AAT GGA GTT CCA GAT AAC CTC GAT
Pro Lys Phe Ile Ala Asp Ser Trp Asn Gly Val Pro Asp Asn Leu Asp
610 615 620

GCT GTC CTG GGT CTT ACT GAC AGC GGG TAC ACC TAT TTT TTC AAA GAC
Ala Val Leu Gly Leu Thr Asp Ser Gly Tyr Thr Tyr Phe Phe Lys Asp
625 630 635

CAG TAC TAT CTA CAA ATG GAA GAC AAG AGT TTG AAG ATT GTT AAA ATT
Gln Tyr Tyr Leu Gln Met Glu Asp Lys Ser Leu Lys Ile Val Lys Ile
640 645 650

GGC AAG ATA AGT TCT GAC TGG TTG GGT TGC TG
Gly Lys Ile Ser Ser Asp Trp Leu Gly Cys
655 660

(2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 30:
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 663 aminoacidos
(B) TIPO: aminoéacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 30:

Met Lys Thr His Ser Val Phe Gly Phe Phe Phe Lys Val Leu Leu Ile
1 5 10 15

Gln Val Tyr Leu Phe Asn Lys Thr Leu Ala Ala Pro Ser Pro Ile Ile
20 25 30

Lys Phe Pro Gly Asp Ser Thr Pro Lys Thr Asp Lys Glu Leu Ala Val
35 40 45

Gln Tyr Leu Asn Lys Tyr Tyr Gly Cys Pro Lys Asp Asm Cys Asn Leu
50 35 60

1994

2042

2090

2123
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Phe

65

Pro

Pro

Lys

Phe

145

Asp

Asp

Ala

Leu

Ala

225

Tyr

Ser

His

Val

Glu

Arg

Pro

Pro

130

Lys

Gly

Gly

Pro

Trp

210

Asp

Asn

Thr

Glu

Leu

Thr

Cys

Lys

115

Asp

Val

Glu

Tyr

Gly

195

Thr

Gly

Ser

’l'hr-

Ser
275

Lys

Gly

Gly

100

Trp

Leu

Trp

Ala

Pro

180

Pro

Leu

Glu

Cys

Lys
260

Asp

Asp

85

Glu

Asp

Ser

Asp

165

Phe

Gly

Gly

Tyr

Thr

245

Asp

Thr
70

Pro

Lys

Pro

Asp

150

Ile

Asp

Ile

Glu

Cys

230

Asp

Phe

Phe Thr

ES 2348 462 T3

Leu

Asp

Asp

Asn

Glu

135

Val

Met

Gly

Gly

Gly

215

Lys

Ala

Asp

Met

Lys

Gln

Val

His

120

Thr

Thr

Ile

Lys

Gly

200

Gln

Phe

Gly

Ala

Gly
280

140

Lys

Asn

Ala

105

Ile

Val

Pro

Asn

Asp

185

Asp

Val

Pro

Arg

Asp

265

Gly

Met

90

Asn

Thr

Asp

Leu

Phe

170

Gly

Ser

Val

Phe

Asn

250

Gly

Asn

Gln
75

Ile

Tyr

Tyr

Asp

Arg

155

Gly

Leu

His

Arg

Trp

235

Asp

Lys

Gly

Lys

Glu

Asn

Arg

Ala

140

Phe

Arg

Leu

Phe

Val

220

Phe

Gly

Tyr

Asp

Phe

Thr

Phe

Ile

125

Phe

Asn

Trp

Ala

Asp

205

Lys

Asn

Phe

Gly

Gly
285

Phe

Met

Phe

110

Ile

Ala

Arg

Glu

His

190

Asp

Tyr

Gly

Leu

Phe

270

Gln

Gly

Lys

95

Pro

Gly

Arg

Ile

His

175

Ala

Asp

Gly

Lys

Trp
255

Cys.

Pro

80

Lys

Arg

Tyr

Ala

Asn

160

Gly

Phe

Glu

Asn

Glu

240

Cys

Pro

Cys
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Lys

Glu

305

Asp

Val

Leu

Lys

Gly

Phe
290

Gly

Arg

Gly

Gly

Leu

370

Phe

385

Glu

Leu

Asp

Glu

Gly

465

Val

Trp

Phe

Met

Asp

Pro

450

Pro

Ala

Arg

Pro

Arg

Asp

Gly

Asn

355

Trp

Cys

Gly

Ala

Ile

435

Gly

Val

Gln

Thr

Phe

Thr

Asn

340

Lys

Cys

Pro

His

Pro

420

Lys

Pro

Thr

Ile

Val
500

Lys

Asp

Lys

325

Ser

Tyr

Ala

Asp

Ala

405

Ile

Gly

Gly

Pro

Arg

485

Asn

Phe

Gly

310

Tyr

Glu

Asp

Ser

Gln

390

Met

Tyr

Ile

Pro

Glu
470

Gly

Pro

ES 2348 462 T3
141

Gln Gly Gln
295

Tyr Arg Trp

Gly Phe Cys

Gly Ala Pro

345

Ser Cys Thr
360

Thr Ser Ser
375

Gly Tyr Ser

Gly Leu Glu

Thr Tyr Thr
425

Gln Glu Leu
440

Gly Pro Gly
455

Leu Cys Lys

Glu Ile Phe

Arg Gly Lys
505

Ser

Cys

Pro

330

Cys

Ser

Tyr

Leu

His

410

Lys

Tyr

Pro

His

Phe

490

Pro

Tyr

Gly

315

Glu

Val

Ala

Asp

Phe

395

Ser

Asn

Glu

Gly

Asp

475

Phe

Asp

300

Thr

Thr

Phe

Asp

380

Leu

Glu

Phe

Val

Pro

460

Ile

Lys

Gly

Gln

Thr

Ala

Pro

Arg

365

Asp

Val

Asp

Arg

Ser

Arg

Val

Asp

Pro

Cys

Glu

Met

Phe

350

Asn

Arg

Ala

Pro

Leu

430

Pro

Pro

Phe

Arg

Leu
510

Asp

Ser

335

Ile

Asp

Lys

Ala

Gly

415

Ser

Asp

Thr

Asp

Phe

495

Leu

Thr

Tyr

320

Phe

Gly

Trp

His

400

Ala

Gln

Val

Leu

Gly

480

Met

Val
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Ala Thr

Ser Pro

530

Val Tyr
545

Ser Leu

Trp Gly

Lys Tyr

Ile Ala

610

Gly Leu
625

Leu Gln

Ser Ser

2) INFORMACION PARA ID. SEC.

Phe

515

Gln

Thr

Gly

Arg

Asn

595

Asp

Met

Asp

Trp

Asp

Ala

Asn

580

Glu

Ser

Asp

Glu

Trp
660

Pro

Glu

Ser

Pro

565

Lys

Glu

Trp

Ser

Asp

645

Leu

ES 2348 462 T3
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Asp

Lys

Asn

550

Pro

Lys

Lys

Asn

Gly

630

Lys

Gly

Leu

Ala
535

Leu

Asp

Lys

Gly

615

Tyr

Ser

Cys

Pro

520

Val

Asp

Val

Tyr

Lys

600

Val

Leu

Ne 31:

Glu

Phe

Arg

Gln

Ile

585

Met

Pro

Tyr

Lys

Lys

Phe

Gly

Arg

570

Phe

Glu

Asp

Phe

Ile
650

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 21 pares de bases

(B) TIPO: &cido nucleico
(C) HEBRA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

Ile

Ala

Tyr

555

Ile

Ser

Leu

Asn

Phe

635

Val

Asp

540

Pro

Asp

Gly

Ala

Leu

620

Lys

Lys

Ala

525

Asn

Lys

Ala

Asp

605

Asp

Asp

Ile

Val Tyr

Glu Tyr

Lys Leu

Ala Phe

575

Arg Tyr

590

Pro Lys

Ala Val

Gln Tyr

Gly Lys
655

Glu

Trp

Thr

560

Asn

Trp

Phe

Leu

Tyr

640

Ile
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(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 31:
ATTGAATTCT TCTACAGTTC A 21

2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 32:

() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) HEBRA: simple

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 32:
ATGGGATCCA CTGCAAATTT C 21

2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 33:

() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) HEBRA: simple

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(i) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 33:
GCCGGATCCA TGACCAGTGT A 21
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2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 34:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) HEBRA: simple

(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 34:
GTGGGATCCC TGAAGACTAT G 21

2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 35:
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) HEBRA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 35:
AGGGGATCCT TAAGGGGATT C 21
2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 36:

() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 21 pares de bases
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(B) TIPO: &cido nucleico
(C) HEBRA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 36:
CTCGGATCCT CTGCAAGCAC G 21

2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 37:
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) HEBRA: simple

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(i) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 37:
CTCGGATCCT CTGCAAGCAC G 21

2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 38:
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 26 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) HEBRA: simple

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
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(i) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 38:
GCAGGATCCG AGTGCTGGGT TTATAC 26

2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 39:

() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 27 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) HEBRA: simple

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 39:
GCAGAATTCA ACTGTGGCAG AAACAAG 27

2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 40:

() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 26 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) HEBRA: simple

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNC

(i) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 40:
GTAGAATTCC AGCACTCATT TCCTGC 26
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2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 41:
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) HEBRA: simple

(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 41:
TCTGAATTCT GCCACAGTTG AAGG 24

2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 42:
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) HEBRA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 42:
ATTGAATTCT TCTACAGTTC A 21
2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 43:

() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 20 pares de bases
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(B) TIPO: &cido nucleico
(C) HEBRA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 43:
GATGAATTCT ACTGCAAGTT 20

2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 44:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) HEBRA: simple

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(i) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 44:
CACTGAATTC ATCTGCAAAC A 21

(2) INFORMACION PARA ID. SEC. N° 45:

() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 429 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(v) TIPO DE FRAGMENTO: C terminal
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. N° 45:

Tyr Cys Lys Phe Pro Phe Leu Phe Asn Gly Lys Glu Tyr Asn Ser Cys
1 5 10 15

Thr Asp Thr Gly Arg Ser Asp Gly Phe Leu Trp Cys Ser Thr Thr Tyr
20 25 30

Asn Phe Glu Lys Asp Gly Lys Tyr Gly Phe Cys Pro His Glu Ala Leu
35 40 45
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Phe

Arg

65

Asp

Lys

Ser

Tyx

Ala

145

Asp

Ala

Ile

Cly

Gly

225

Asp

Phe

Thr
S0

Phe

Gly

Tyr

Glu

Glu

130

Thr

Gln

Met

Tyr

Ile

210

Pro

Ile

Lys

Met

Gln

Tyr

Cly

Gly

115

Ser

Thr

Gly

Gly

Thr

195

Gln

Thr

Val

Asp

Cly Gly

Gly Thr

arg Trp

85

Phe Cys
100

Ala Pro

Cys Thr

Ala Asn

Tyr Ser
165

Leu Glu
180

Tyr Thr

Glu Leu

Pro Thr

Phe Asp

245

Arg Phe
260

Asn

Ser

70

Cys

Cys

Ser

Tyr

150

Leu

His

Lys

Tyr

Leu

230

Gly

Ile
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Ala
55

Tyr

Gly

Glu

Val

Ala

135

Asp

Phe

Ser

Asn

Gly

215

Gly

Ile

Trp

Glu

Asp

Thr

Thr

Phe

120

Gly

Asp

Leu

Gln

Phe

200

Ala

Pro

Ala

Arg

Gly

Ser

Thr

Ala

105

Pro

Arg

Asp

Val

Asp

185

Arg

Ser

Val

Gln

Thr
265

Gln Pro

Cys Thr

75

Glu Asp
90

Met Ser

Phe Thr

Ser Asp

Arg Lys

155

Ala Ala
170

Pro Gly

Leu Ser

Pro Asp

Thr Pro
235

Ile Arg
250

Val Thr

Cys
60

Thr

Tyr

Thr

Phe

CGly

140

Trp

His

Ala

Gln

Ile

220

Glu

Gly

Pro

Lys

Glu

Asp

Val

Leu

125

Lys

Gly

Glu

Leu

Asp

205

Asp

Ile

Glu

Arg

Phe

Gly

Arg

Gly

110

Gly

Met

Phe

Phe

Met

190

Asp

Leu

Cys

Ile

Asp
270

Pro

Arg

Asp

95

Gly

Asn

Trp

Cys

Gly

175

Ala

Ile

Gly

Lys

Phe

255

Lys

Phe

Thr

80

Lys

Asn

Lys

Cys

Pro

160

His

Pro

Lys

Thr

Gln

240

Phe

Pro
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Met

Ile

Ala

305

Tyr

Val

Ala

Pro

Asn

385

Phe

Val

Gly

Asp

290

Gly

Pro

Asp

Gly

Gly

370

Leu

Lys

Lys

Pro
275

Ala

Asn

Lys

Ala

Asp

355

Phe

Asp

Gly

Phe

Leu

Val

Glu

Pro

Ala

340

Lys

Pro

Ala

Ala

Gly
420

Leu

Tyr

Tyr

Leu

325

Phe

Phe

Lys

Val

Tyr

405

Ser

Val

Glu

Trp

310

Thr

Asmt

Trp

Leu

Val

390

Tyr

Ile
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Ala

Ala
295

Ile

Ser

Trp

Arg

Ile

375

Asp

Leu

Lys

Thr
280

Pro

Ser

Tyr

360

Ala

Leu

Lys

Ser

151

Phe

Gln

Ser

Gly

Lys

345

Asn

Asp

Gln

Leu

Asp
425

Trp

Glu

Ala

Leu

330

Asn

Glu

Ala

Gly

Glu

410

Trp

Pro

Glu

Ser

315

Pro

Lys

Val

Trp

Gly

395

Asn

Leu

Glu

300

Thr

Pro

Lys

Lys

Asn

380

Gly

Gln

Gly

Leu

285

Ala

Leu

Asp

Lys

365

Ala

His

Ser

Cys

Pro

Val

Glu

Val

Tyr

350

Lys

Ile

Ser

Leu

Glu

Phe

Arg

Gln

335

Ile

Met

Pro

Tyr

Lys
415

Lys

Phe

Gly
320

Arg

Phe

Asp

Asp

Phe

400

Ser
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Reivindicaciones

1. Un antagonista de a3 para uso en la inhibicion de la angiogénesis mediada pora 33
en un tejido, siendo dicho antagonista un compuesto mimético organico seleccionado de

acido (S)-3-(4-(4-guanidinobutiloxi)fenil-2-butilsulfonamido-propidnico,

acido (S)-3-(4-(4-guanidinobutiloxi)fenil-2-N-t-butiloxicarbonil-propiénico,

acido (R)-3-(4-(4-guanidinobutiloxi)fenil-2-butilsulfonamido-propiénico,

acido (S)-3-(4-(4-guanidinobutiloxi)fenil-2-(10-canforsulfonamido)-propiénico, y
acido (S)-3-(4-(5-guanidinopentiloxi)fenil-2-butilsulfonamido-propiénico.

2. Un antagonista de o33 segun se reivindica en la reivindicacion 1, en el que dicho tejido
es un tumor sélido y dicho antagonista es para inducir la regresién del tejido del tumor
solido.

3. Un antagonista de o33 segun se reivindica en la reivindicacion 1, en el que dicho tejido
es un tumor solido que experimenta neovascularizacion y dicho antagonista es para uso
en la inhibicién del crecimiento de dicho tejido tumoral.

4. Un antagonista de o33 segun se reivindica en la reivindicacion 1, en el que dicho tejido
es tejido inflamado en el que se esta produciendo neovascularizacion.

5. Un antagonista de a3 segun se reivindica en la reivindicacion 1, en el que dicho tejido
es tejido retinal en el que se esta produciendo neovascularizacion.

6. Un antagonista de ay; segun se reivindica en la reivindicacion 1, en el que dicho
antagonista es para uso en el tratamiento de la reestenosis en un tejido en el que se
produce migracion de células de musculo liso tras la angioplastia.

7. Un antagonista de ay; segun se reivindica en la reivindicacion 1, en el que dicho
antagonista es para uso en la reduccién del suministro de sangre a un tejido necesario
para apoyar el nuevo crecimiento de dicho tejido.

8. Un antagonista de ayf3; segun se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1-7,
en el que dicho tejido es tejido humano.
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9. Un antagonista de a3 segun se reivindica en la reivindicacion 1, en el que dicho tejido
estd inflamado y dicha angiogénesis es angiogénesis de tejido inflamado.

10. Un antagonista de a3 segun se reivindica en la reivindicacion 9, en el que dicho
tejido es artritico.

11. Un antagonista de ayf3;3 segun se reivindica en la reivindicacion 10, en el que dicho
tejido artritico est& presente en un mamifero con artritis reumatoide.

12. Un antagonista de a3 segun se reivindica en la reivindicacion 1, en el que dicho
tejido es el tejido retinal y dicha angiogénesis es angiogénesis retinal.

13. Un antagonista de a,f3; segun se reivindica en la reivindicacion 12, en el que dicho
tejido retinal esta en un paciente con retinopatia diabética o degeneracién macular.

14. Un antagonista de a\B3s segun se reivindica en la reivindicacion 1, en el que dicho
tejido es un tumor sélido o una metastasis de tumor sélido y dicha angiogénesis es
angiogénesis tumoral.

15. Un antagonista de a,f3; segun se reivindica en la reivindicacion 14, en el que dicho
tejido es un carcinoma.

16. Un antagonista de a,f3;3 segun se reivindica en la reivindicacion 15, en el que dicho
tumor sélido es un tumor de pulmén, pancreas, mama, colon, laringe u ovario.

17. Un antagonista de ayf3;3 segun se reivindica en la reivindicacion 14, en el que dicho
antagonista es para administrar en combinacion con quimioterapia.

18. Un antagonista de ayf3;3 segun se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1-7,
en el que dicho antagonista es para administrar por via intravenosa, transdérmica,
intrasinovial, intramuscular u oral.

19. Un antagonista de ayf3;3 segun se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1-7,
en el que dicho antagonista es para administrar en una cantidad comprendida desde
aproximadamente 0,1 mg/kg hasta aproximadamente 300 mg/kg.
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20. Un antagonista de ayf3; segun se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1-7,
en el que dicho es antagonista para administrar en una Unica dosis por via intravenosa.

21. Un antagonista de ayf3; segun se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1-7,
en el que dicho antagonista es para administrar en una o mas dosis diarias durante uno o
mas dias.

22. Un antagonista de ayf3; segun se reivindica en la reivindicacion 1 o reivindicacién 6,
en el que dicho antagonista es para administrar tras la angioplastia.

23. Un antagonista de a5 segun se reivindica en la reivindicacion 22, en el que dicha
angioplastia es la angioplastia coronaria.

24. Un antagonista de ayf3; segun se reivindica en la reivindicacion 1 o reivindicacién 6,
en el que dicho antagonista es para administrar a un paciente en riesgo de sufrir
reestenosis tras la angioplastia.
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Piel normal

FIG. 2D
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Cancer de colon

FIG. 3B
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Cancer de mama

FIG. 3C

Cancer de pulmén

FIG. 3D
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Control

FIG. 4
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FIG. 5A

Sin tratar
Anti-B,

FIG. 5B
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FIG. 8A
Control

FIG. 8B

FIG. 8C
Anti"B-g

FIG. 8D
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FIG. 11A
Anti-p1

FIG. 11B

Anti-avf35
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FIG. 15A  FIG. 15B FIG. 15C

CAM adyacente al tumor
tratado con RGD ciclico
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con péptido de control con RGD ciclico
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FIG. 16A

FIG. 16E
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Transplante
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FIG. 17
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