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Resumen:

Uso de DIk1 como inhibidor de angiogénesis.

La presente invencién se refiere al uso de de una
construccién génica que comprende uha secuencia
codificante de DIk1 o la proteina recombinante que
resulta de la expresion de dicha construccién génica
para la preparacién de un medicamento para la
inhibicion de la angiogénesis, preferentemente la
angiogénesis tumoral. También forma parte de la
invencién el uso de un producto de la expresién de
DIk1 o de cualquiera de sus fragmentos como
biomarcador para la determinacién de la angiogénesis
o de su progresién. Asi mismo, también se refiere a
un método de determinacién de angiogénesis
patolégica o de su progresion. También se refiere al
uso de un kit que comprende la secuencia que
codifica para dlk1 o cualquiera de sus productos de
expresion para el diagnéstico de angiogénesis
patoldgica.
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DESCRIPCION
Uso de DIk1 como inhibidor de angiogénesis

La presente invencion se refiere al uso de una construccién génica que comprende una secuencia codificante de DIk1 o
a la proteina recombinante que resulta de la expresion de dicha construccion génica para la preparacidon de un
medicamento para la inhibicion de la angiogénesis. Este uso permite tratar y prevenir la formacién de nuevos vasos
sanguineos y por lo tanto es Util para el tratamiento y prevencién de procesos angiogénicos patologicos tales como la
angiogénesis tumoral.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

La angiogénesis consiste en la formacion de nuevas ramificaciones de vasos sanguineos a partir de vasos sanguineos
existentes. La angiogénesis se produce por la destruccion local de la pared de los vasos sanguineos preexistentes, la
proliferacion de las células endoteliales, la migraciéon de las mismas y la organizacion de éstas en estructuras tubulares
alrededor de las cuales se forman las paredes de los vasos sanguineos. En adultos, la angiogénesis estd muy
controlada y se activa Unicamente en procesos como la reparacion de heridas, hipoxia y durante el ciclo reproductivo
femenino (Samaranayake et al. 2010. Hum Gene Ther 21:381-396). El aumento descontrolado y/o excesivo de la
angiogénesis esta asociado a diversas patologias tales como cancer, aterosclerosis, retinopatia diabética, artritis
reumatoide, psoriasis y degeneracién macular. Sin la activacion de la angiogénesis, se ha descrito que la hipoxia en
tumores sélidos no permite crecer al tumor y provoca la muerte de células tumorales (Karamysheva 2008. Biochemistry
(Mosc.) 73:751-762; y Folkman et al 1992. J Biol Chem 267:10931-10934). Por todo esto, la inhibicién de la
angiogénesis es una herramienta de gran utilidad en la terapia antitumoral. La terapia antiangiogénica en tumores se ha
centrado hasta la fecha en la inhibicion del factor de crecimiento vascular (VEGF) utilizando anticuerpos neutralizantes
frente al mismo o frente a sus receptores como herramientas antiangiogénicas. Sin embargo, se hace necesaria una
alternativa ya que los anticuerpos neutralizantes frente a VEGF no producen ni una reduccién del tumor ni un aumento
de la supervivencia significativos, ademas de presentar un elevado coste de produccion (Samaranayake et al. 2010.
Hum Gene Ther 21:381-396).

La via de sefializacién de Notch juega un importante papel en la formacién de vasos sanguineos. Se ha descrito la
induccién de la expresién endotelial del ligando de Notch Delta-like 1 (DIl1) en la arteriogénesis postnatal inducida por
isquemia en ratones (Limbourg et al. 2007. Cir Res 100:363-371). Por otra parte, el uso del bloqueo de la funcion del
receptor Notch utilizando una forma soluble del receptor Notch1 se ha demostrado atil para la inhibicion de la
angiogénesis en estudios in vitro e in vivo en dermis murina tras induccién con VEGF y en xenotransplantes murinos de
tumores mamarios y de neuroblastoma (Funahashi et al. 2008. Cancer Res 68:4727-4735). Sin embargo, no se ha
descrito hasta la fecha el uso de una proteina relacionada con la familia Notch “Delta-like homolog 1” (dlk1) en la
inhibicién de la angiogénesis.

El gen DIk1 codifica para dlk1, una proteina transmembrana que pertenece a la familia que contiene repeticiones de
EGF (factor de crecimiento epitelial) a la que también pertenecen proteinas como los receptores Notch y sus ligandos
(familia Delta-Notch-Serrate). DIk1 (también llamado Pref-1, “Fetal antigen-1" o pG2) esta muy expresado en el embrién
y la placenta durante el desarrollo, sin embargo, en tejidos adultos su expresién se reduce considerablemente llegando
incluso a desaparecer, con la excepcion de la expresion en las célulagf del pancreas, la médula dsea, la pituitaria y la
glandula adrenal (Yevtodiyenko et al. 2006. Dev Dynamics 235:1115-1123; Jensen et al. 1993. Hum Reprod 8:635-641;
Larsen et al. 1996. Lancet 347:191; y Tornehave et al. 1996. Histochem Cell Biol 106:535-542). DIk1 participa en el
control de diferenciacién de diversos procesos, entre los que se incluye diferenciacién neuroendocrina, diferenciaciéon de
hepatocitos, hematopoyesis, osteogénesis y adipogénesis (W09413701; Nueda et al 2007. J Mol Biol 367:1281-1293).
DIk1 también se ha relacionado con el proceso de reparacion de heridas ya que se ha detectado expresién de DIk1 en
un tejido mesenquimal no diferenciado de la zona de reparacién de tejido de la oreja de ratones MRL y C57BL/6 siendo
en los primeros donde mas se expresa DIk1 y los que mayor capacidad de reparacion tisular presentan (Samulewicz et
al. 2002. Wound Repair Regen 10:215-221).

En relacion a la implicacion de DIk1 en angiogénesis, se ha descrito que en el embrién, la expresién de DIk1 se ha
relacionado con la formacién de vasos sanguineos embrionarios en ratén ya que se ha visto su expresién en el
endotelio en desarrollo de diversos vasos sanguineos (por ejemplo en las arterias cerebrales) asi como en los vasos
sanguineos fetales de la placenta (Yevtodiyenko et al. 2006. Dev Dynamics 235:1115-1123). Sin embrago, no se ha
descrito hasta la fecha el uso de la sobreexpresién de DIk1 en la inhibicidn de la angiogénesis.

La sobreexpresion de DIk1 se ha probado hasta la fecha en adipogénesis pero no en angiogénesis. En adipogénesis se
ha visto que la sobreexpresién de DIk1 activa o inhibe la adipogénesis dependiendo del contexto celular, previniendo la
adipogénesis en la linea celular 3T3-L1 pero activando la adipogénesis en la linea celular C3H10T1/2 (Nueda et al.
2007. J Mol Biol 367:1281-1293). Ademas, se ha sugerido la interaccién de DIk1 con Notch1 in vivo y su participacion en
la cascada de sefializacion de Notch1 en la regulacion de los procesos de adipogénesis al expresar DIk1 en una linea
celular de ratén (Balb/c 14 que expresa Notch1 pero no DIk1) y comprobar que la expresion forzada DIk1 provoca una
disminucion en la actividad de Notch (Baladrén et al. 2005. Exp Cell Res 303:343-359).
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También se ha descrito el uso de la sobreexpresion de Dlk1 en hematopoyesis. El uso de una fraccién soluble de DIk1
humano resulta atil para inhibir la diferenciacién de las células madre hematopoyéticas, resultados que se han obtenido
mediante transfeccion estable del cDNA de Dlk1 humano (WO9731647).

EXPLICACION DE LA INVENCION

El problema técnico que resuelve la invencion es un medicamento alternativo para la inhibicién de la angiogénesis
obtenido mediante el uso de una construccién génica que comprende la secuencia que codifica para DIk1. También
forma parte de la presente invencion el uso de la proteina recombinante resultante de la expresion de la construccion
génica que comprende la secuencia que codifica para DIk1 para la preparacion de un medicamento para la inhibicién de
la angiogénesis. En ambos casos también se contempla el uso para la inhibicion de procesos patoldgicos que cursan
con angiogénesis (angiogénesis patolégica) tales como cancer, aterosclerosis, retinopatia diabética, artritis reumatoide,
psoriasis y degeneracion macular. Dado que en la actualidad no existe ningun tratamiento efectivo para la angiogénesis
patoldgica, entre ella la angiogénesis tumoral, se hace necesaria una alternativa que proporcione un tratamiento efectivo
para dicha patologia.

La invencién describe el uso de una construccidon génica que comprende la secuencia que codifica para DIk1 o un
equivalente bioldgico funcional de la misma para la preparacién de un medicamento para el tratamiento de patologias en
las que sea necesaria la inhibicion de la angiogénesis. Este uso permite prevenir la formaciéon de nuevos vasos
sanguineos y por lo tanto esta nueva aplicacion es una alternativa para mejorar la efectividad de los tratamientos
antiangiogénicos, incluidos los tratamientos frente a la angiogénesis tumoral.

Con el fin de evaluar el potencial antiangiogénico de la secuencia que codifica para DIk1 para la elaboracién de un
medicamento para prevenir la formacién de vasos sanguineos (angiogénesis), se procedio a sobreexpresar DIk1 en
endotelio adulto (por lo tanto células diferenciadas) de modelos animales de angiogénesis mediante construcciones
génicas. Las construcciones génicas utilizadas en la invencién han sido plasmidos y adenovirus en las que el DNA
complementario (cDNA) de DIk1 se ha fusionado a secuencias marcadoras que permiten la seleccién de los
recombinantes. Se han realizado ensayos in vitro con sistemas de Matrigel, ex vivo con explantes de aorta e in vivo con
“plugs” (soportes) de Matrigel en modelos animales. Ademés, también se ha demostrado el uso de la construccion
génica que comprende el cDNA de DIk1 en la inhibicién de la migracién celular en procesos de reendotelizacion (una
etapa importante en la angiogénesis, como se ha sefialado anteriormente), concretamente en procesos de cicatrizacion
de heridas (“wound healing”) realizados en células endoteliales adultas de aorta_in vitro.

Asi, un primer aspecto de la invencién se refiere al uso de una construccién génica que comprende la secuencia que
codifica para dlk1 para la preparacién de un medicamento para la inhibicién de la angiogénesis.

» o« ” o«

El término “dlk1” también llamado en la literatura “delta-like homolog (Drosophila) 17, “delta like homolog”, “secredeltin”,
“preadipocyte factor 1", “fetal antigen 1°, “Brevideltinin’, “DLK”, “FA1", “pG2", “SCP-1", “Pref-1”, “PREF1” y “Z0G"; se
refiere a una proteina transmembrana que pertenece a la familia de moléculas de sefializacion Delta-Notch-Serrate o a
sus variantes transcripcionales. La secuencia de nucleétidos SEQ ID NO: 1 se refiere a la secuencia de nucleétidos que
codifica el DNA complementario de DIk1 en Homo sapiens isoforma a (nimero de acceso NM_003836.4). La secuencia
de aminoacidos SEQ ID NO: 2 se refiere a la secuencia de aminoacidos de dlk1 en Homo sapiens (numero de acceso
NP_003827.3).

Las proteinas (secuencias de aminoacidos) funcionales originadas a partir de modificaciones postranscripcionales de la
secuencia de nucledtidos que codifica para la SEQ ID NO: 1 también forman parte de la presente invencion, como por
ejemplo, pero sin limitarnos, las variantes producidas por corte y empalme alternativo (“splicing”), entre ellas: “delta-like
1 homolog isoform CRA b” (numero de acceso EAWS81713.1), “secredeltin® (numero de acceso AAY4046.1),
“brevideltinin” (nimero de acceso AAZ38943.1) y “brevideltinin truncated” (nimero de acceso AAZ66768.1) (ver Tabla
1); asi como también forman parte de la invencion las construcciones génicas que las codifican.

Tabla 1. Proteinas resultantes de las variantes de “splicing” de DIk1 humana

Proteina N° Acceso N° aminoacidos
Isoforma CRA a NP_003827.3 383
Isoforma CRA b EAW81713.1 310
Secredeltin AAY40461.1 315
Brevideltinin AAZ38943.1 212
Brevideltinin truncada AAZ66768.1 203
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Las proteinas con al menos un 70% de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 son isoformas o
secuencias de aminoacidos homélogas a la SEQ ID NO: 2 en Homo sapiens asi como en diferentes animales, también
forman parte de esta invencion asi como las secuencias de nucledtidos que las codifican. El porcentaje de identidad se
ha elegido de acuerdo con el programa Blastp del “National Center for Biotechnology Information” (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (ver Tabla 2).

Tabla 2. Porcentaje de identidad de la proteina dlk1 en diferentes especies animales

Especie (isoforma) N° Acceso % ldentidad
Sus scrofa (B) NP_001041652.1 73
Sus scrofa (C2) NP_001119573.1 80
Bos Taurus NP_776462.1 81
Ovis aries (A) ADE59013.1 82
Ovis aries (C2) ADE59014.1 79
Canis lupus familiaris XP_54798.2 88
Mus musculus NP_034182.2 85
Mus musculus (3) NP_001177633.1 81
Mus musculus (4) NP_001177634.1 75
Rattus norvegicus NP_446196.1 85

El término "% de identidad" entre dos secuencias de aminoacidos, tal como se entiende en la presente invencion, se
refiere al numero de posiciones aminoacidicas sobre la longitud total de la secuencia que se compara, donde todos los
aminoacidos en esa posicion son idénticos.

Por lo tanto, en la presente invencion el término “proteina de la invencién” se refiere a proteinas funcionales generadas
por corte y empalme alternativo de la secuencia que codifica para la SEQ ID NO: 1 o a proteinas con al menos el 70%
de identidad a la secuencia de aminoacido SEQ ID NO: 2, o a cualquiera de sus fragmentos. El término “secuencia de la
invencién” se refiere a la secuencia de nucleétidos que codifica para la “proteina de la invencién”.

En el contexto de la presente invencion, DIk1 se define también por una secuencia de nucleétidos o polinucledtidos, que
constituye la secuencia codificante de la proteina dlk1, y que comprenderia diversas variantes procedentes de:

a) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia aminoacidica de la SEQ ID
NO: 2,

b) moléculas de acido nucleico cuya cadena complementaria hibrida con la secuencia polinucleotidica de (a),
¢) moléculas de acido nucleico cuya secuencia difiere de (a) y/o (b) debido a la degeneracién del cédigo genético,

d) moléculas de é&cido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia aminoacidica con una
identidad de al menos un 70%, un 80%, un 90%, un 95%, un 98% o un 99% con la SEQ ID NO: 2; en las que el
polipéptido codificado por dichos acidos nucleicos posee la actividad y las caracteristicas estructurales de la proteina
dlk1.

e) moléculas de acido nucleico que codifican para las isoformas o secuencias de aminoacidos homdlogas a la SEQ ID
NO: 2 con al menos un 70% de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2.

Se entiende por “construccidon génica” aquellas construcciones genéticas de DNA capaces de transcribirse a un
polipéptido o fragmento del mismo, que codifican para la proteina de la invencion, en adelante “construccion génica de
la invencién”. Dicha construccion genética de DNA dirigiria la transcripcion in vitro o intracelular de la secuencia de dlk1
o fragmento de la misma, y comprende, al menos, uno de los siguientes tipos de secuencias: a) acido nucleico
preferentemente de doble cadena, que comprende, al menos, la secuencia codificante de dlk1 para su transcripcién in
vitro, o intracelular, b) un cassette de expresion que comprende el acido nucleico unido operativamente a elementos de
control de la transcripcion y opcionalmente de traduccion; ¢) una secuencia de nucleétidos de DNA, preferentemente de
doble cadena, correspondiente a un sistema o vector de expresion génica que comprende la secuencia codificante de la
secuencia de dlk1 operativamente enlazada con, al menos, un promotor que dirija la transcripcién de dicha secuencia de
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nucledtidos de interés, y con otras secuencias necesarias o apropiadas para la transcripcion y su regulacién adecuada
en tiempo y lugar, por ejemplo, sefiales de inicio y terminacion, sitios de corte, sefial de poliadenilacién, origen de
replicacién, activadores transcripcionales (enhancers), silenciadores transcripcionales (silencers), etc, donde
preferentemente el vector se selecciona de la lista que comprende: plasmido, bacmido, cromosoma artificial de
levaduras (YACs), cromosoma artificial de bacterias (BACs), cromosoma artificial derivado del bacteriofago P1 (PACs),
cosmido o virus con un origen de replicacion heterélogo.

El término "medicamento”, tal y como se usa en esta memoria, hace referencia a cualquier sustancia usada para
prevencion, diagnéstico, alivio, tratamiento o curacién de enfermedades en el hombre y los animales. En el contexto de
la presente invencion se refiere, a una composicion capaz de inhibir la angiogénesis.

“Tratamiento” se refiere a tanto el tratamiento terapéutico como el profilactico o medidas preventivas. Aquellas
situaciones susceptibles de tratamiento incluyen las ya asociadas con alteraciones asi como en aquellas en las que se
previene la alteracion. Una “alteracion” es cualquier condicién que se beneficiaria del tratamiento con la composicién de
la invencion, tal y como se describe en el presente documento.

El término “inhibicidon” como se usa aqui, se refiere principalmente a que el medicamento inhibe (disminuye) la formacién
de vasos sanguineos y por tanto la angiogénesis.

La angiogénesis a la que se refiere la presente invencién es la que consiste en la formacién de nuevas ramificaciones
de vasos sanguineos (angiotubos o0 microvasos en la presente invencion) a partir de vasos sanguineos existentes que
se produce en condiciones patoldgicas (angiogénesis patoldgica). Por lo tanto, la presente invencion se refiere al uso de
una construccidon génica que comprende la secuencia que codifica para dlk1 para la preparacion de un medicamento
para la inhibicion de la angiogénesis asociada a patologias que se seleccionan de la lista que comprende: céncer,
aterosclerosis, retinopatia diabética, artritis reumatoide, psoriasis y degeneracion macular. Preferiblemente la
angiogénesis que se inhibe es la angiogénesis tumoral.

Las composiciones de la presente invencion permiten la transfeccion de la construccion génica de la invencién al interior
de una célula, in vivo o in vitro. La transfeccion se podria llevar a cabo, pero sin limitarnos a, transfeccion directa o
vectores que faciliten el acceso de la secuencia codificante dlk1 al interior de la célula. Por lo tanto, en una realizacién
preferida del primer aspecto de la invencioén la construccion génica de la invencién comprende un vector que se
selecciona de la lista que comprende, pero sin limitarse a, plasmido, bacmido, cromosoma artificial de levaduras (YACs),
cromosoma artificial de bacterias (BACs), cromosoma artificial derivado del bacteriofago P1 (PACs), césmido, virus con
un origen del replicacién heterdlogo, adenovirus, retrovirus, lentivirus, virus del Herpes simplex, o cualquiera de sus
combinaciones. Asi, por ejemplo, las construcciones génicas de la presente invencién, pueden conjugarse con péptidos
de liberacién u otros compuestos para favorecer el transporte al interior de la célula. En una realizacion aun mas
preferida, la construccidon génica comprende un plasmido como vector. En otra realizacion aiun mas preferida, la
construccion génica comprende un adenovirus como vector.

La construccion génica que comprende la secuencia que codifica para dlk1 se traduce en el interior de la célula una vez
se haya transfectado y codifica para la proteina que va a realizar la funcién de inhibicién en ultima instancia en el interior
de la célula en la presente invencion. Por este motivo, la presente invencién también se refiere al uso de la proteina
recombinante que resulta de la expresién de la construccién génica que comprende la secuencia que codifica para dlk1
para la preparacion de un medicamento destinado a la inhibicién de la angiogénesis, y preferentemente de la
angiogénesis tumoral. En una realizacion preferida, dicho medicamento es decir, el que comprende la construccion
génica de la invencion o la proteina de la invencidn para la inhibicién de la angiogénesis, ademéas comprende, al menos,
un excipiente y/o al menos, un vehiculo farmacolégicamente aceptable. Otra realizacion preferida se refiere a que dicho
medicamento ademas comprende al menos otro principio activo.

El término “excipiente” hace referencia a una sustancia que ayuda a la absorciéon del medicamento o composicion
farmacéutica de la invencion, estabiliza dicha composicion farmacéutica o ayuda a su preparacion en el sentido de darle
consistencia o aportar sabores que lo hagan mas agradable. Asi pues, los excipientes podrian tener la funcion de
mantener los ingredientes unidos como por ejemplo almidones, azucares o celulosas, funcién de endulzar, funcion de
colorante, funcién de proteccién del medicamento como por ejemplo para aislarlo del aire y/o la humedad, funcién de
relleno de una pastilla, capsula o cualquier otra forma de presentacion como por ejemplo el fosfato de calcio dibasico,
funcion desintegradora para facilitar la disolucion de los componentes y su absorcion en el intestino, sin excluir otro tipo
de excipientes no mencionados en este parrafo.

Un “vehiculo farmacoldégicamente aceptable” se refiere a aquellas sustancias, o combinacion de sustancias, conocidas
en el sector farmacéutico, utilizadas en la elaboracion de formas farmacéuticas de administracién e incluye, pero sin
limitarse, sélidos, liquidos, disolventes o tensoactivos. El vehiculo puede ser una sustancia inerte o de accion analoga a
cualquiera de los compuestos de la presente invencion. La funcién del vehiculo es facilitar la incorporacién del producto
de expresion de la invencion asi como también de otros compuestos, permitir una mejor dosificacién y administracién o
dar consistencia y forma a la composicion farmacéutica. Cuando la forma de presentacion es liquida, el vehiculo es el
diluyente. El término “farmacolégicamente aceptable” se refiere a que el compuesto al que hace referencia esté
permitido y evaluado de modo que no cause dafio a los organismos a los que se administra.
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La invencion se lleva a cabo mediante el suministro de una cantidad eficaz de la construccién génica de la invencion, la
proteina de la invencién o un equivalente biolégico funcional de las mismas en un tejido de un animal. Por este motivo,
la composiciéon proporcionada por esta invencion puede ser facilitada por cualquier via de administracién, para lo cual
dicha composicion se formulara en la forma farmacéutica adecuada a la via de administracion elegida. La cantidad de la
construccion génica de la invencién o de la proteina de la invencion en dichas composiciones se administra a una
concentracion terapéuticamente efectiva. En el sentido utilizado en esta descripcidon, la expresién "concentracion
terapéuticamente efectiva" se refiere a la concentracion de agentes moduladores calculada para producir el efecto
deseado vy, en general, vendra determinada, entre otras causas, por las caracteristicas propias de dichos agentes (y
construcciones) y el efecto terapéutico a conseguir. Los adyuvantes y vehiculos farmacéuticamente aceptables que
pueden ser utilizados en dichas composiciones son los vehiculos conocidos por los técnicos en la materia.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso de al menos un producto de la expresion de DIk1, o cualquiera
de sus fragmentos como biomarcador para la determinacién de angiogénesis patoldgica o para determinar la progresion
de angiogénesis patolégica, en una muestra bioldgica aislada de un mamifero, preferiblemente humano.

El término “producto de expresion” se refiere a cualquier ARN como por ejemplo, pero sin limitarse, ARN mensajero
(ARNm) (secuencia codificada por el cDNA de la SEQ ID NO: 1), o cualquiera de sus fragmentos; asi como la de
cualquier proteina o cualquiera de sus fragmentos que resulte de la expresion de la SEQ ID NO: 1 de la presente
invencion o posea una homologia con el ARN, proteina o fragmentos de los mismos de al menos un 70%.

El término “biomarcador” en la presente invencion se refiere a una molécula que tiene una conexion directa con el riesgo
de padecer angiogénesis patolégica y sirve para determinar el estado de la enfermedad asi como para determinar la
progresion de la misma.

La muestra bioldgica aislada de un organismo, como por ejemplo, pero sin limitarse, un humano u otro animal, puede
ser un fluido biolégico o cualquier tejido celular de dichos organismos.

Las enfermedades en las que la alteracion de la actividad de dlk1 puede ser diagnosticada, y en concreto la
angiogénesis patologica, puede ser detectada midiendo la cantidad de &cidos nucleicos (ADN y/o ARN y/o mRNA) que
codifican para dlk1, o la cantidad de proteina dlk1 que se expresa, en comparacion con células normales. La deteccién
de los oligonucledtidos puede hacerse por métodos bien conocidos en el estado de la técnica (como por ejemplo, pero
sin limitarse, sondas con nucledtidos marcados, hibridacion ADN-ADN o ADN-ARN, amplificacion por PCR empleando
nucledtidos marcados, la RT-PCR). Procedimientos para detectar la expresion de la proteina Dlk1 también son bien
conocidos en el estado de la téchica, como por ejemplo anticuerpos poli 0 monoclonales, ELISA, radioinmunoensayo
(RIA), y FACS (fluorescence activated cell sorting).

Por tanto, en otro aspecto de la invencién se describe un método para la determinacion de angiogénesis patoldgica que
comprende, (a) detectar y/o cuantificar en una muestra bioldgica aislada de un mamifero, al menos un producto de la
expresion de Dlk1, o cualquiera de sus fragmentos.

Una realizacion preferida se refiere a un método de determinacién de angiogénesis patolégica, donde ademas
comprende el paso (b) la comparacion de los datos obtenidos en el paso (a) con datos obtenidos de muestras control
para buscar alguna desviacién significativa. Otra realizacién mas preferida ademas comprende el paso (c) atribuir la
desviacion significativa al desarrollo de angiogénesis patolégica en dicho mamifero.

El término “muestras control” tal como se entiende en la presente invencion se refiere, por ejemplo, pero sin limitarse, a
una muestra obtenida de un individuo que no desarrolla una patologia asociada a angiogénesis (individuo sano). Este
tipo de muestra control, es un muestra control negativa o control negativo para angiogénesis patolégica.

El término “desviacion significativa” tal como se entiende en la presente invencion se refiere, a la variacion de la
expresion de los acidos nucleicos que codifican para dlk1 o la presencia de la proteina dlk1 en la muestra aislada, o una
variacién en la concentracién de la proteina de la invencién en la muestra aislada respecto de una muestra aislada
procedente de un individuo sano donde la diferencia sea estadisticamente significativa. La seleccién del individuo sano
se lleva a cabo por medio de la medida del nivel de uno o mas marcadores comunes de angiogénesis patologica. El
marcador comun es conocido por el experto en la materia y se selecciona de la lista que comprende, pero sin limitarse,
VE-cadherinas (“vascular endotelial-cadherin®), VEGF, factor de crecimiento de fibroblastos b (FGF-b), la forma soluble
del receptor de VEGF (VEGFR-1 o sFlt-1), angiopoyetina (Ang-1) factor de Von Willebrand, PECAM-1 (“platelet
endotelial cell adhesion molecule-17), IL-6, p53, factor VIII, glicoproteina CD105, y los ganglidsidos GM y Gtlb.

En la presente invencion “diferencia estadisticamente significativa” se refiere a que existen diferencia estadisticas entre
los valores comparados, siendo la probabilidad estadistica al menos mayor o menor que 0,05 (p>0,05 o p>0.05) y
obteniéndose ésta segun el test estadistico aplicable a cada caso.

Otro aspecto de la invenciéon comprende un método para determinar la progresion de angiogénesis patoldgica que
comprende,

(a) determinar una primera concentracion de al menos un producto de la expresion de DIk1, o cualquiera de sus
fragmentos en una muestra bioldgica aislada de un mamifero; (b) determinar una segunda concentracién de dicho
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producto de expresion del paso (a) en una muestra bioldgica aislada del mismo mamifero tomada posteriormente a la
muestra del paso (a), y (¢) comparar la segunda concentracion obtenida en el paso (b) con la primera concentracion
obtenida en el paso (a) para buscar una desviacion significativa.

También forma parte de la invencién el uso de un kit que comprende la construcciéon génica que comprende la
secuencia que codifica para dlk1 para la preparacion de un medicamento para la inhibicién de la angiogénesis asi como
el uso del kit que comprende la proteina recombinante que resulta de la expresion de la construccidon génica que
comprende la secuencia que codifica para dlk1 para la preparacion de un medicamento para la inhibicion de la
angiogénesis.

Los términos “polinucleétido” y “acido nucleico” se usan aqui de manera intercambiable, refiriéndose a formas
poliméricas de nucledtidos de cualquier longitud, tanto ribonucleétidos como desoxirribonucledtidos.

” o« » oo«

Los términos “péptido”, “oligopéptido”, “polipéptido” y “proteina” se usan aqui de manera intercambiable, y se refieren a
una forma polimérica de aminoacidos de cualquier longitud, que pueden ser codificantes o no codificantes, quimica o
bioquimicamente modificados.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus variantes no pretenden excluir otras
caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y
caracteristicas de la invencion se desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencién. Las
siguientes figuras y ejemplos se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Muestra que la expresiéon de DIk1 retrasa la migracién celular en ensayos in vitro de cicatrizacién de
heridas (wound healing). Se realizaron ensayos con un plasmido que contenia el cDNA de Dlk1 humana para
comprobar el efecto de la sobreexpresion de dlk1 en la migracion de células endoteliales. A, se muestra que las células
adultas de aorta porcina que fueron transfectadas con un plasmido de DIk1 (Dlk1) presentan un retraso significativo en
el cierre de las heridas comparadas con células en condiciones basales (basal) o con células que expresan un vector
control vacio (pPCMV®6). B, Las células endoteliales aisladas de pulmon de ratones KO para DIk1 (pérdida de funcion)
presentan una migracion significativamente mayor y una mayor capacidad de re-endotelizacién comparadas con ratones
“wild-type” (WT).

Figura 2. Muestra que la sobreexpresion de Dlk1 inhibe la formacién de angiotubos en sistemas in vitro de
Matrigel. Se realizaron ensayos con un plasmido que contenia el cDNA de DIk1 humana para comprobar el efecto de la
sobreexpresion de dlk1 en la formacién de angiotubos en sistemas in vitro de matrigel. A, Las células endoteliales
adultas de aorta porcina transfectadas con el cDNA de DIk1 (DIk1) se compararon con células sin transfectar (Basal) o,
transfectadas con el plasmido pCMV6 vacio (pCMV6) tanto en células a las que se afiadid 5 ng/ml de VEGF
directamente al medio de cultivo (VEGF) o sin afiadir (No VEGF). B, numero de estructuras tubulares que se formaron
en presencia de VEGF (barras blancas) y en ausencia de VEGF (barras negras).

Figura 3. Muestra que la sobreexpresiéon de DIk1 disminuye la angiogénesis en ensayo ex vivo en explantes de
aorta de ratén. Se realizaron ensayos con anillos de aorta murina embebidos en colageno para comprobar el efecto de
la sobreexpresiéon de dlk1 en la formacidon de angiotubos en sistemas ex vivo de explantes de aorta de ratén. A,
esquema de la construccidon génica que contiene un adenovirus tipo5 (Ad tipo 5 dE1/dE3). CMV, promotor de
citomegalovirus; DIk1HA, la secuencia de DIk1 a la que se refiere la SEQ ID NO: 1 con la insercién entre el nucleétido
1302 y 1303 de la secuencia del epitopo de hemaglutinina a la que se refiere la SEQ ID NO: 3; cola poli A (polyA); y
“green fluorescente protein" (GFP). B, anillos de aorta de ratén embebidos en colageno los cuales se infectaron con
adenovirus vacio (Ad. Empty), adenovirus con GFP (Ad.GFP), o con adenovirus que contenia el cDNA de DIk1 humana
(Ad.DIk1). Se muestran dos ensayos por experimento. C, nhumero de microvasos que se formaron en presencia de
adenovirus vacio (Ad. Empty), adenovirus con GFP (Ad.GFP), o con adenovirus que contenia el cDNA de DIk1 humana
(Ad.DIk1).

Figura 4. Muestra que la sobreexpresion de Dlk1 disminuye la angiogénesis en soportes (o matrices) de Matrigel
in vivo. Se realizaron ensayos in vivo mediante la implantacién de soportes (0 matrices) de matrigel que contenian
adenovirus en el tejido subcutaneo de ratones para comprobar el efecto de la sobreexpresion de dlk1 en la inhibicién de
la angiogéneis en sistemas in vivo. Como control negativo de angiogénesis, se implantaron soportes (matrices) con un
inhibidor de la ruta de Notch (DAPT). Los soportes de matrigel contenian VEGF para activar la angiogénesis, como
control negativo se implantd un soporte de matrigel con un adenovirus que contenia GFP y que no contenia VEGF. A,
soportes de matrigel que se implantaron subcutdneamente en los que se aprecia la angiogénesis producida
macroscopicamente por visualizacion de un color mas oscuro que corresponde a la coloracion de la sangre localizada
en los vasos formados. Ad.GFP, adenovirus con GFP; Ad.DLK, adenovirus que comprende la SEQ. ID. NO: 1; Ad.DLK-
GFP, adenovirus que comprende la SEQ. ID. NO: 1 y GFP; DAPT, control con el inhibidor DAPT; y DMSO, control con
DMSO. B, contenido total de hemoglobina en los soportes de matrigel implantados.
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EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos especificos que se proporcionan en este documento de patente sirven para ilustrar la
naturaleza de la presente invencion. Estos ejemplos se incluyen solamente con fines ilustrativos y no han de ser
interpretados como limitaciones a la invencién que aqui se reivindica. Por tanto, los ejemplos descritos mas adelante
ilustran la invencion sin limitar el campo de aplicacion de la misma.

EJEMPLO 1. La expresiéon de DIk1 retrasa la migracion celular en ensayos in vitro de cicatrizacién de heridas
(wound healing).

Se valoro el uso de una construccion génica que comprende el cDNA de DIk1 humano en la migracion celular de
reparacion de heridas dado que una fase importante de la angiogénesis es la migracion del endotelio para formar los
nuevos vasos sanguineos.

Se realizaron ensayos con un plasmido que contenia el cDNA de DIk1 humana para comprobar el efecto de la
sobreexpresién de dlk1 en la migracion de células endoteliales adultas de aorta porcina y bovina transfectadas con un
plasmido que contenia el cDNA humano y se comparé con células sin transfectar y transfectadas con el plasmido vacio.

El plasmido utilizado en este ensayo fue el pCMV6-XL4 (secuencia de acceso numero AF067196 del NCBI) al que se
unié mediante clonacién en la region de polilinkers MCS entre las dianas de Not I, la SEQ ID NO: 1. Ademas esta
construccion génica lleva un epitopo de hemaglutina (HA) para la localizacién de la expresién mediante anticuerpos anti-
hemaglutinina. El epitopo de HA (SEQ ID NO: 3) se situd entre los nucledtidos 1302 y 1303 del cDNA de DIk1 utilizado
en la invencion la (SEQ ID NO 1).

Se observé que las células endoteliales adultas tanto de aorta porcina como bovina transfectadas con el plasmido que
comprendia DIk1 (DIk1) presentaron un retraso significativo en el cierre de las heridas comparadas con células en
condiciones basales o con las células que expresaban un vector control, por lo que se muestran Unicamente los
resultados de las células endoteliales de aorta porcina (Fig. 1A).

Ademas, se procedié a evaluar la implicacién de la ausencia de expresion de DIk1 en la migracion de endotelio
utilizando ratones en los que la expresiéon del gen DIk1 se eliminé por completo (ratones knock-out o KO). Para ello se
utilizaron células endoteliales aisladas de pulmén de los ratones KO para DIk1 (que presentaban ausencia de expresion
del gen DIk1) y se observé que presentaban una migracion significativamente mayor y una mayor capacidad de re-
endotelizacién comparadas con ratones que expresaban DIk1 (ratones “wild-type” o WT) (Fig. 1B).

EJEMPLO 2. La sobreexpresién de DIk1 inhibe la formacién de angiotubos en sistemas in vitro de Matrigel.

Para comprobar la inhibicion in vitro de la angiogénesis de una construccién génica que comprendia la secuencia que
codifica para dlk1, se utilizé un plasmido que contenia el cDNA humano de dlk1 y se comprobd el efecto de la
sobreexpresién de dlk1 en la formacién de angiotubos en sistemas in vitro de matrigel.

Matrigel es el nombre comercial (Beckton Dickinson and Company, BDTM) para una mezcla gelatinosa de proteinas
secretadas por células de tumor de ratén (sarcoma “Engelberth-Holm-Swarm”, EHS) muy rica en proteinas
extracelulares de matriz, siendo el mayor componente laminina, seguido de colageno |V, proteoglicanos y
entactina/nidogen, entre otros. Esta mezcla se asemeja al ambiente extracelular complejo encontrado en muchos tejidos
y es utilizada en estudios in vitro como substrato de células endoteliales capaces de formar estructuras tubulares de
manera similar al proceso de angiogénesis que ocurre in vivo. En la presente invencion, las células endoteliales aisladas
se embebieron en Matrigel y en presencia de medio de cultivo suplementado o no con VEGF (5ng/ml) se comprobd la
formacion de redes tubulares.

El plasmido utilizado en este ensayo fue el pCMV6-XL4 (secuencia de acceso humero AF067196 del NCBI) al que se
unié mediante clonacién en la region de polilinkers MCS entre las dianas de Not I, la SEQ ID NO: 1. Ademas esta
construccion génica lleva un epitopo de hemaglutinina (HA) util para la localizacion de la expresion mediante
anticuerpos anti-HA. El epitopo de HA (SEQ ID NO: 3) se situd entre los nucledtidos 1302 y 1303 del cDNA de DIk1
utilizado en la invencién la (SEQ ID NO 1).

Se comparod la generacién de angiotubos en células endoteliales adultas de aorta porcina y bovina transfectadas con el
plasmido pCMV®6 vacio, con el cDNA de Dlk1o con células sin transfectar, tanto en células a las que se afiadid VEGF o
sin afiadir VEGF al medio de cultivo. El nimero de angiotubos (estructuras tubulares) que se formaron tras transfectar
las células endoteliales con el plasmido que contenia el cDNA humano de DIk1 fue significativamente menor que el
numero de angiotubos formados tras transfeccién con el plasmido vacio o en condiciones basales, tanto en presencia
de VEGF y en ausencia de VEGF, tanto en endotelio porcino como bovino por lo que se muestran Unicamente los
resultados de las células endoteliales de aorta porcina (Figs. 2A 'y 2B).
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EJEMPLO 3. La sobreexpresiéon de DIk1 disminuye la angiogénesis en ensayo ex vivo en explantes de aorta de
ratén.

Para comprobar la inhibicién ex vivo de la angiogénesis de una construccion génica que comprendia la secuencia que
codifica para dlk1, se utilizd un adenovirus que contenia el cDNA humano de dlk1 y se comprobd el efecto de la
sobreexpresion de dlk1 en la formacién de angiotubos en sistemas ex vivo para lo cual se utilizaron anillos de aorta de
ratdbn embebidos en colageno tipo 1.

El adenovirus que contenia bajo el promotor del CMV (citomegalovirus) la secuencia de Dlk1 a la que se refiere la SEQ
ID NO: 1, tenia entre el nucledtido 1302 y 1303 insertada la secuencia del epitopo de hemaglutinina a la que se refiere
la SEQ ID NO: 3 seguido de una cola poli A y de GFP para su identificacion (Fig. 3 A). El adenovirus era de primera
generacién tipo 5 deficiente en la region E1 (sin capacidad de replicacién) y en la regién E3 (con capacidad de
incorporacién de material genético de hasta 8,2 Kb) (dE1/dE3).

La sobreexpresién de DIk1 en los anillos de aorta mediante adenovirus disminuyo significativamente la formacion de
angiotubos, comparando con explantes de aorta infectados con adenovirus que expresaban GFP o un vector control
(Figs. 3B y 3C).

EJEMPLO 4. La sobreexpresion de DIk1 disminuye la angiogénesis en soportes de matrigel in vivo.

Para comprobar la inhibicidn in vivo de la angiogénesis de una construccion génica que comprendia la secuencia que
codifica para dlk1, se utilizé el adenovirus explicado previamente (Fig. 3 A) que contenia el cDNA humano de dik1 y se
comprob¢ el efecto de la sobreexpresion de dlk1 en la formacién de angiotubos en sistemas in vivo para lo cual se
utilizaron soportes de matrigel implantados subcutaneamente en ratones.

Se observé la angiogénesis producida tanto macroscopicamente por visualizacion de un color mas oscuro que
corresponde a la coloracién de la sangre localizada en los vasos formados (Fig. 4A) como mediante la valoracion del
contenido total de hemoglobina en los soportes una vez se retiraron del sitio de implante (Fig. 4B). En el caso de los
adenovirus que contenian el cDNA de Dlk1 (SEQ ID NO: 1) (Ad.DLK1-GFP), se observé una presencia
significativamente menor de angiogéneis comparado con los adenovirus control y similar a la producida por el inhibidor
de la ruta e sefalizacién de Notch DAPT (Figs. 4A y 4B).

MATERIAL Y METODOS EMPLEADOS.
Obtencién de células endoteliales de aorta porcina y bovina .

La aorta porcina o bovina aislada y lavada con PBS se sometié a tratamiento con colagenasa (0.03 % peso/volumen)
(Sigma) durante 15 minutos a 37° C. Tras la centrifugacion, los precipitados se resuspendieron en medio RPMI (Gibco)
complementado con 15% de (suero fetal de ternera) FCS (Gibco), 5% penicilina/estreptomicina/fungizona (Gibco) y 5%
heparina (Sigma) y cultivados en botellas de cultivo de 25 cm®. La pureza de las Blreparaciones se analiz6 por
inmunofluorescencia usando el anticuerpo anti-Factor VIII (von Willebrand) (3 Dg/ml)(BDT )

Obtencion de los ratones Knock Out para Dik1.

La construccion de los ratones knock out (KO) fue realizada conforme a la bibliografia existente (Raghumandan et al.
2008. Stem Cells Dev 17:795-507). Brevemente, el gen de dlk1 fue silenciado al insertar un cassette resistente a
Neomicina que sustituyé 3.8 kbp del alelo endégeno, incluyendo el promotor y los tres primeros exones de Dlk1. Dicha
construccién fue transfectada por electroporacion a células embrionarias de ratones de la cepa SvJ129. Las quimeras
fueron generadas y establecidos los cruces pertinentes para conseguir el raton DIk1”" . El analisis del genotipo fue
realizado por “Southern blot” 0 PCR usando los siguientes cebadores de las secuencias recogidas en SEQ ID NO: 4
(cebador sentido para Dlk1), SEQ ID NO: 5 (cebador sentido para Neomicina) y SEQ ID NO: 6 (cebador antisentido que
hibrida con la secuencia complementaria en el intrén 3 de DIk1): El andlisis del fenotipo se realiz6 después de tres
cruces con la cepa C57BI/6, y seguidamente, los cruces entre heterocigotos fueron usados para generar los
homocigotos, heterocigotos y wild-type.

Obtencion de células endoteliales de pulmén de ratones KO.

Una vez extraidos los pulmones del raton KO para Dlk-1, estos se lavaron en medio Ham-F12 (Gibco) y se disgregaron
mecanicamente antes de someterlos a tratamiento con colagenasa (0.1 % peso/volumen) durante 1hora a 37°C. El
sobrenadante de la centrifugacion se elimind y el precipitado se cultivd durante 24h a 37° C. La preparacion celular se
sometié primero a una seleccion negativa usando anticuerpos frente a macréfagos (CD16/CD32) (1,6 Llg/ml) (BDTM) y
anti-lgG-recubierto de particulas magnéticas (6,6x105 particulas/ml) (Invitrogen), y después de 48 horas, a una doble
seleccion positiva usando el anticuerpo especifico para células endoteliales ICAM-2 (3,3 CIg/ml) (BDTM) y particulas
magTIRAéticas. La pureza de la preparacion se analizé por citometria de flujo usando el anticuerpo ICAM-2 (3 Clg/ml)
(BD™).
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Ensayo de “wound healing".

Las células endoteliales adultas de aorta porcina, bovina, y de pulmén de ratén se cultivaron en monocapa en presencia
de 10% FBS (20% en el caso de las células de pulmén). Usando unha punta estéril de pipeta, se realizaron incisiones en
la monocapa y la velocidad y tiempo de migracién de las células al area de la “herida” o re-endotelizacion se monitorizé
de forma continua durante 24 horas usando un microscopio de contraste de fases (10x objetivo) acoplado a una camara
monocromatica Hamamatsu CCD C9100-02. En el caso de las células que expresan el vector control pCMV6 o DIk1, las
transfecciones se realizaron 24 horas antes de realizar las incisiones. La cuantificacion se realizdé midiendo el area que
quedaba por cerrar al tiempo del cierre de la primera “herida”.

Transfeccién de células endoteliales con el plasmido pCMV6.

Todas las transfecciones se realizaron usando Lipofectamina 2000 (Invitrogen), siguiendo las condiciones
recomendadas por la compafiia. Las células endoteliales de aorta bovina y/o porcina al 60-80% de confluencia se
transfectaron con 0.25 ug de plasmido del vector control pCMV6 o de DIk1, y se usaron en los distintos ensayos 24
horas post-transfeccion.

Ensayo de angiogénesis in vitro con sistemas de matrigel.

Las células endoteliales adultas aisladas de aorta porcina y/o bovina (3x104 células por pocillo en placas de 96 pocillos)
se embebieron en 40 pl de matriz extracelular de Matrigel (BDT'\’I Bioscience) en presencia de 10% suero y
suplementadas o no, segun el caso, con 5 ng/ml de VEGF (R&D Systems). Después de 4-6 horas de incubacién a 37°
C, el numero de estructuras tubulares (angiotubos) fue cuantificado usando el programa Angioquant (MATLAB) y
confirmado mediante contaje visual.

Infeccién con adenovirus.

Las infecciones con adenovirus se realizaron a una concentracion de 1x10° unidades formadoras de placas (ufp). En el
caso de los anillos de aorta, los explantes se incubaron con los adenovirus durante 24 horas antes de embeberlos en la
matriz de colageno tipo | (SERVA). En los ensayos de angiogénesis in vivo, los adenovirus se mezclaron con los
soportes de matrigel y demas componentes (VEGF y/o DAPT) (Biomol) antes de inyectarlos a los animales.

Ensayo de angiogénesis ex vivo con explantes de anillos de aorta.

La aorta de ratén se disecciond y transfirié rapidamente a PBS frio. El tejido fibroadiposo se separd de la pared de la
aorta evitando dafarla, y se trocedé en segmentos de 1 mm de longitud. Usando puntas de pipetas previamente
enfriadas, se afiadi6 a cada pocillo de una placa de 96, 40 pl de la siguiente mezcla de colageno tipo | (7.5 volumenes
de 2 mg/ml) (SERVA), 1 volumen de medio 10x MEM (Gibco) y 1.5 volimenes de NaHCO; (15.6 mg/ml) y 0.1
volimenes de NaOH 1 M para ajustar el pH a 7.4. Dicha mezcla se dej6 solidificar a 37° C durante 10 minutos antes de
embeber los anillos de aorta. Tras este tiempo, se procedié a incubar la placa otros 10 minutos a 37° C y se afiadieron
otros 40 pl de la mezcla de colageno a cada explante. Tras otra incubaciéon de 10 minutos, se afiadieron 100 ul de
MCDB131 (Gibco) suplementado con 25 mM NaHCO3, 2.5% de suero de ratén (Source BioScience), 1% de glutamina y
100 U/ml penicilina/estreptomicina. Los cultivos se mantuvieron a 37° C durante 6 dias.

En los casos de infecciones con adenovirus, las aortas limpias de tejido adiposo se cortaron por la mitad y se incuban
con 1x10° ufp de adenovirus en medio MCDB131 con suero a baja concentracion (2%) durante 24 horas. Después de
este tiempo, las aortas infectadas se lavaron para eliminar restos de adenovirus, se cortaron en anillos de 1 mm de
longitud y se embebieron en la matriz de colageno tipo |. Los explantes se analizaron después de 6 dias de incubacién
usando un microscopio de fluorescencia. La angiogenesis se evalué contando el numero de microvasos (angiotubos)
por anillo.

Ensayo de angiogénesis in vivo con Plugs de matrigel.

Se inyectd Matrigel bajo en factores de crecimiento (500 pl) suplementado con heparina (64 U/ml) y segun los casos,
adenovirus (1x109 ufp), DAPT (10 mg/Kg peso), vehiculo DMSO (dimetilsulfoxido) 6 VEGF (250 ng/ml), de forma
subcutanea en el abdomen superior del raton anestesiado. Después de 10 dias, la angiogénesis in vivo se determiné
analizando el contenido de hemoglobina de los plugs (soportes) mediante método colorimétrico (TMB, Sigma).

Inhibicion de la ruta de sefializaciéon de Notch con DAPT.

La inhibicion de la ruta de Notch in vivo se realizé afiadiendo a la mezcla de Matrigel (500 pl) heparina (64 U/ml) y VEGF
(250 ng/ml) el compuesto DAPT a una concentracién de (10 mg/Kg peso), antes de inyectarla subcutdneamente al
raton.
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REIVINDICACIONES

Uso de una construccion génica que comprende la secuencia que codifica para dlk1 para la preparacion de un
medicamento para la inhibicion de la angiogénesis.

Uso segun la reivindicacién 1, donde la angiogénesis es angiogénesis tumoral.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2 donde la construccion génica comprende un vector que se
selecciona de la lista que comprende: plasmido, bacmido, cromosoma artificial de levaduras (YACs), cromosoma
artificial de bacterias (BACs), cromosoma artificial derivado del bacteriéfago P1 (PACs), césmico, virus con un
origen de replicacién heterélogo, adenovirus, retrovirus, lentivirus virus del Herpes simplex, o cualquiera de sus
combinaciones.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 donde la construccion génica comprende un plasmido como
vector.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 donde la construccién génica comprende un adenovirus como
vector.

Uso de la proteina recombinante que resulta de la expresion de la construccion génica descrita en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5 para la preparacién de un medicamento para la inhibicion de la angiogénesis.

Uso de la proteina recombinante segun la reivindicacion 6 donde la angiogénesis es angiogénesis tumoral.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde el medicamento ademas comprende al menos un
excipiente y/o al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde el medicamento ademas comprende al menos otro
principio activo.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde el medicamento se presenta en una forma adaptada a la
administracién por via oral, parenteral o intradérmica.
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FIG.2 A
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OPINION ESCRITA

N? de solicitud: 201031547

Fecha de Realizacion de la Opinién Escrita: 31.10.2011

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-10 S
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 1-10 Sl
Reivindicaciones NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion.-

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N? de solicitud: 201031547

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinion.

D01 US 5644031 A 01.07.1997
D02 US 20090326205 A1 31.12.2009
D03 YIN D. et al. Oncogene. 2006. Vol. 25, paginas: 1852-1861. 2006
Do4 YEVTODIYENKO A. & SCHMIDT JV. Developmental Dynamics. 2006

2006. Vol. 235, paginas: 1115-1123.

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la hovedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente solicitud divulga el uso de una construccién génica, que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica
para la proteina DIk1, o la proteina recombinante que resulta de la expresién de dicha construccion génica, para preparacion
de un medicamento para inhibir la angiogénesis, preferentemente tumoral, que puede ser administrado por via oral,
parenteral o intradérmica (reivindicaciones 1-10).

El documento DO1 divulga la molécula correspondiente al polinucleétido dlk, que codifica para la proteina humana DIk, de
383 aminoacidos, que se expresa en varios tipos de tumores, como feocromocitomas, neuroblastomas y tumores de pulmén
de célula pequefia; asi como su utilidad para diagnostico y terapia de estos tumores (ver columna 3, lineas 5-31; columna 4,
linea 31 - columna 5, linea 62; SEQ ID NO: 2).

El documento D02 divulga un anticuerpo, especifico frente a la proteina humana DIk, policlonal, o preferentemente un
anticuerpo monoclonal y el hibridoma que lo produce; asi como una composicién farmacéutica que lo contiene y un kit y
método para deteccion y prondstico de un tumor. Este anticuerpo presenta actividad antitumoral in vivo, produciendo la
muerte celular o inhibiendo el proceso de angiogénesis (ver pagina 2, parrafos 29-36; pagina 3, parrafos 51-79; pagina 12,
parrafos 209-213; pagina 13, parrafos 219-221; pagina 14, parrafo224; pagina 26, parrafos 358-360).

El documento D03 divulga la funcién de la proteina DIk1 en la formacién y progresién de gliomas. Esta proteina se expresa
en tejido embrionario, limitando posteriormente su expresion a tejidos tumorales; por ejemplo, se expresa ampliamente en
tumores de origen endocrino. La expresioén de la proteina DIk1 en células de glioblastoma es mayor que la encontrada en
tejidos procedentes de cerebros sanos. DIk1 no solo se sobreexpresa en gliomas, si ho que estimula la proliferacién y
migracién celular (ver todo el documento).

El documento D04 divulga la funcién de la proteina DIk1 durante el desarrollo embrionario en ratones. En estudios de
hibridacién in situ, realizados con embriones de ratén de 12,5 dias, el patron de expresion génica tejido-especifica para
DIk1, muestra que esta proteina se sobreexpresa durante el desarrollo de la glandula pituitaria y de los tejidos pancreatico,
pulmonar, adrenal y mesodérmico. También DIk1 caracteriza la diferenciacién y desarrollo de los tejidos durante la
organogénesis y morfogénesis. En la placenta se expresa en los vasos sanguineos fetales (ver todo el documento).

1. NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 6.1 y Art. 8.1 LP 11/1986)

La presente solicitud divulga el uso de una construccién génica, que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica
para la proteina DIk1, o la proteina recombinante que resulta de la expresion de dicha construccion génica, para preparacién
de un medicamento para inhibir la angiogénesis, preferentemente tumoral, que puede ser administrado por via oral,
parenteral o intradérmica.

1.1. REIVINDICACIONES 1-10

La expresion de la proteina humana DIk1 en ciertos tipos de tumores se encuentra divulgada en el estado de la técnica. Los
documentos D01 y D02 anticipan las secuencias correspondientes al polinucleétido dik (SEQ ID NO: 1) y a la proteina que
codifica DIk (SEQ ID NO: 2) y también el uso de esta proteina para diagnéstico y terapia de ciertos tipos de tumores,
produciendo la muerte celular o inhibiendo el proceso de angiogénesis.

La diferencia entre estos documentos y el objeto técnico de las reivindicaciones 1-10 de la presente solicitud, estriba en las
secuencias seleccionadas para elaborar un medicamento para inhibir la angiogénesis. La presente invencion reivindica el
uso de la secuencia de nucleétidos que codifica para la proteina Dlk1, o la proteina resultante de su expresion; sin embargo,
los documentos D01 y D02 se refieren al uso de un anticuerpo especifico frente a la proteina humana DIk para elaborar un
inhibidor de la angiogénesis.
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OPINION ESCRITA

N¢ de solicitud: 201031547

Ambos concepto son distintos y opuestos, por lo que se considera que esta diferencia aporta, de acuerdo con los datos de la
descripcion, una composicién diferente a la divulgada, que constituye un medicamento para inhibicién de la angiogénesis
alternativo a lo divulgado en el estado de la técnica.

En consecuencia, segun lo expuesto en los documentos D01 y D02, las reivindicaciones 1-10 cumplen los requisitos de
novedad y actividad inventiva (Art. 6.1 y Art. 8.1 LP 11/1986).

Los documentos D03 y D04 se refieren al estado de la técnica y no se consideran relevantes en relacion con el objeto de la
invencion.
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