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DESCRIPCION
Terapia de combinacidn para tratamiento de trastornos neovasculares oculares
Campo de la invencion

La invencién se relaciona con los campos de la oftalmologia y la medicina. Mas especificamente esta invencion se
relaciona con el tratamiento de trastornos neovasculares del ojo usando una combinacion de agentes que inhiben
tanto el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) como el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF).

Antecedentes de la invencion

La angiogénesis, también denominada neovascularizacién, involucra la formacién de ramificaciones de vasos
sanguineos persistentes y su invasion en el tejido circundante. Un proceso relacionado, la vasculogénesis, involucra
la diferenciacion de las células endoteliales y angioblastos que ya estan presentes a partir de un tejido, y su
subsecuente union entre si para formar vasos sanguineos.

La angiogénesis se presenta extensamente durante el desarrollo, y también se presenta en cuerpos sanos durante
la curacion de heridas con el fin de restaurar el flujo sanguineo a tejidos después de la lesién o dafio. La
angiogénesis, sin embargo también ha sido implicada en la formacién de cancer y tumores. En efecto, la cantidad de
vasos sanguineos en un tejido tumoral es un indicador progndstico negativo fuerte en cancer de seno (Weidner et
al., (1992) J. Natl. Cancer Inst. 84: 1875 - 1887), cancer de prostata (Weidner et al., (1993) Am. J. Pathol. 143: 401 -
409), tumores de cerebro (Li et al., (1994) Lancet 344: 82 - 86), y melanoma (Foss et al., (1996) Cancer Res. 56:
2900 - 2903). La angiogénesis también ha sido implicada recientemente en otros estados de enfermedad de muchas
areas de la medicina, incluyendo reumatologia, dermatologia, cardiologia y oftalmologia. En particular, la
angiogénesis especifica de tejidos indeseable o patolégica ha sido asociada con ciertos estados de enfermedad
especificos incluyendo artritis reumatoide, aterosclerosis y soriasis (véase por ejemplo, Fan et al., (1995) Trends
Pharmacol. Sci. 16: 57; and Folkman (1995) Nature Med. 1: 27). Adicionalmente, se cree que la alteracién de la
permeabilidad vascular juega un papel en los procesos fisiolégicos tanto normales como patolégicos (Cull- inan-
Bove et al., (1993) Endocrinol. 133: 829; Senger et al., (1993) Cancer and Metastasis Reviews 12: 303). Aunque el
proceso angiogénico en cada una de estas enfermedades probablemente comparte muchas caracteristicas con la
angiogénesis de desarrollo y la angiogénesis tumoral, cada uno puede tener también aspectos Unicos conferidos por
la influencia de las células circundantes.

Varios trastornos oculares involucran alteraciones en la angiogénesis. Por ejemplo, la retinopatia diabética, la
tercera causa lider de ceguera en adultos (que representa casi el 7% de la ceguera en los Estados Unidos), esta
asociada con eventos angiogénicos extensos. La retinopatia no proliferativa estd acompafiada por la pérdida
selectiva de pericitos dentro de la retina, y su pérdida da como resultado una dilatacion de los vasos capilares
asociados y un incremento resultante en el flujo sanguineo. Los capilares dilatados, proliferan las células
endoteliales y forman embolsamientos, los cuales se convierten en microaneurismas y los capilares adyacentes se
bloquean de tal manera que el area de retina que circunda estos microaneurismas no es perfusionada.
Eventualmente, aparecen vasos de desviacion entre areas adyacentes de microaneurismas, y aparece el dibujo
clinico de la retinopatia diabética temprana con microaneurismas y con areas de retina no perfusionada. La ruptura
de microaneurismas y los vasos capilares pueden sangrar, produciendo exudados y hemorragias. Una vez que se
establecen las etapas iniciales de retinopatia diabética de fondo, la condicién avanza durante un periodo de afios,
convirtiéndose en retinopatia diabética proliferativa y ceguera en aproximadamente el 5% de los casos. La
retinopatia diabética proliferativa se presenta cuando algunas areas de la retina continGan perdiendo sus vasos
capilares y se convierten en no perfusionadas llevando a la aparicién de nuevos vasos en el disco en cualquier lugar
de la retina. Estos nuevos vasos sanguineos crecen hacia el vitreo y sangra facilmente, llevando hemorragias
prerretinales. Retinopatia diabética proliferativa avanzada, una hemorragia vitrea masiva puede llenar una porcion
principal de la cavidad vitrea. Ademas, los nuevos vasos estan acompafiados por la proliferacion de tejido fibroso
gue puede llevar al desprendimiento de la retina por traccion.

La retinopatia diabética se asocia primariamente con la duracion de la diabetes mellitus. Por lo tanto, a medida que
la poblacion envejece y los pacientes diabéticos viven mas tiempo, se incrementara la prevalencia de la retinopatia
diabética. Se utiliza actualmente la terapia con laser en retinopatia diabética no proliferativa y proliferativa. El
tratamiento con laser focal de las microaneurismas rotos que rodean el area macular reduce la pérdida visual en un
50% de los pacientes con edema vascular clinicamente significativo. En la retinopatia diabética proliferativa, la
fotocoagulacion retinal da como resultado miles de varios pequefios vacios dispersos a través de la retina
(exceptuando el area macular). Este tratamiento reduce la velocidad de la ceguera en un 60%. El tratamiento
temprano del edema macular y la retinopatia diabética proliferativa evita la ceguera durante cinco afios en el 95%
de los pacientes, mientras que el tratamiento tardio evita la ceguera solamente en el 50%. Por lo tanto, son
esenciales el diagndstico y tratamiento tempranos.

Otro trastorno ocular que involucra la neovascularizacion es la degeneracion macular relacionada con la edad
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(AMD), una enfermedad que afecta aproximadamente a una decima parte de los americanos por encima de 65 afios.
La AMD se caracteriza por una serie de cambios patol6gicos en la macula, la regién central de la retina, la cual esta
acompafiada por una agudeza visual disminuida, que afecta particularmente la visién central. La AMD involucra una
capa sencilla de células denominadas el epitelio de pigmento retinal que yace inmediatamente por detras de la retina
sensorial. Estas células alimentan y soportan la porcion de la retina que esta en contacto con ellas, esto es, las
células fotorreceptoras que contienen los pigmentos visuales. El epitelio de pigmento retinal descansa sobre la
membrana de Bruch, una membrana de base compleja la cual, en la AMD, se engruesa y se hace esclerética.
Pueden irrumpir nuevos vasos sanguineos a través de la membrana de Bruch desde el coroide subyacente, el cual
contiene un lecho vascular rico. Estos vasos pueden a su vez liberar fluido o sangrar por detras del epitelio de
pigmento retinal y también entre el epitelio de pigmento retinal y la retina sensorial. Las lesiones fibrosas
subsecuentes perturban la nutricién de las células fotorreceptoras y legan a su muerte, dando como resultado una
pérdida de agudeza visual central. Este tipo de maculopatia relacionada con la edad es denominada del tipo
“humedo” debido a los vasos con fugas y al edema o sangre subretinal. El tipo agudo representa solamente el 10%
de los casos de maculopatia relacionados con la edad pero da como resultado el 90% de los casos de ceguera legal
por la degeneracion macular en la edad avanzada. El tipo de maculopatia relacionado con la edad del tipo “seca”
involucra la desintegracion del epitelio del pigmento retinal junto con pérdida de las células fotorreceptoras que lo
recubre, El tipo seco reduce la vision pero usualmente solo a niveles de 20/50 hasta 20/100.

La AMD estd acompafiada por la distorsion de la vision central con objetos que parecen mas grandes o mas
pequefios o lineas rectas que parecen distorsionadas, dobladas, o sin un segmento central. En el tipo humedo de
AMID, un pequefio desprendimiento de la retina sensorial puede notarse en el &rea macular, pero el diagndstico
efectivo de una membrana neovascular subretinal requiere angiografia con fluoresceina. En el tipo seco, los drusen
pueden perturban el patron de pigmentacion en el &rea macular. Los drusen son excrecencias de la membrana de
base del epitelio de pigmento retinal que protruyen hacia las células haciendo que sobresalgan en su cara anterior.
Su papel como un factor de riesgo en la maculopatia relacionada con la edad no es claro. No existe un tratamiento
concurrente para la maculopatia de tipo seco relacionada con la edad. El tratamiento con laser se utiliza en el tipo de
maculopatia relacionada con la edad humeda e inicialmente oblitera la membrana neovascular y evita pérdida visual
posterior en alrededor del 50% de los pacientes a los 18 meses. Al cabo de los 60 meses, sin embargo, solamente el
20% tiene aun un beneficio sustancial.

Se han identificado los mediadores moleculares mdltiples de la angiogénesis incluyendo los factores de crecimiento
de fibroblastos acidos (aFGF, bFGF), factores de crecimiento de transformacion alfa y beta (TGFa, TGF), factor de
crecimiento derivado de plaguetas (PDGF), angiogenina, factor de crecimiento celular endotelial derivado de
plaquetas (PD-ECGF), interleucina-8 (IL-8) y factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF).Otros estimuladores
implicados en la angiogénesis incluyen angiopoyetina-1, Del-1, folistatina, factor estimulador de colonias de
granulocitos (G-CSF), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), leptina, midkina, factor de crecimiento de
placenta, pleiotropina (PTN), progranulina, proliferina, y factor alfa de necrosis tumoral (TNF-alfa). Ademas, el control
de la angiogénesis es mediado adicionalmente por un cierto nimero de reguladores negativos de la angiogénesis
producidos por el cuerpo incluyendo la angioarrestina, ngiostatina (fragmento de plasmindégeno), antitrombina
antiangiogénica lll, inhibidor derivado de cartilago (CDI), fragmento complementario CD59, endostatina (fragmento
de colageno XVIIl), fragmento de fibronectina, gro-beta, heparinasas, fragmento de heparina hexasacarido,
gonadotropina coriénica humana (hCG), interferon alfa/beta/gama, proteina inducible por interferén (IP-10),
interleucina-12, Kringle 5 (fragmento de plasminégeno), inhibidores de metaloproteinasa (TIMPs), 2-metoxiestradiol,
inhibidor de la ribonucleasa de placenta, inhibidor del activador de plasmindgeno, factor-4 de plaquetas (PF4),
fragmento 16kD de prolactina, proteina relacionada con la proliferina (PRP), retinoides, tetrahidrocortisol-S,
tromboespondina (TSP-1), vasculostatina y vasostatina (fragmentos calreticulina).

Entre estos reguladores angiogénicos, el VEGF parece jugar un papel importante como regulador positivo de la
angiogénesis anormal acompafiando el crecimiento tumoral (revisado en Brown et al., (1996) Control of
Angiogenesis (Goldberg and Rosen, eds.) Birkhauser, Basel, and Tho- mas (1996) J. Biol. Chem. 271: 603 - 606).
Adicionalmente, recientemente el papel del miembro PDGF-B de la familia PDGF de las moléculas de sefializacion
ha estado bajo investigacion, puesto que parece jugar un papel importante en la formacion, expansion y funcién
apropiada de las células perivasculares, algunas veces denominadas como células murales, por ejemplo, misculos
lisos vasculares, células mesangiales y pericitos.

A la vez que se ha aprendido mucho acerca de la angiogénesis o la neovascularizacion, el desarrollo asociado con
la curacién de lesiones y la formacion de tumores, sigue por determinar si hay diferencias entre estas formas de
angiogénesis y la angiogénesis ocular. Significativamente, mientras que la angiogénesis acompafiante, por ejemplo
de la formacién de vasos sanguineos colaterales en el corazén, puede ser benéfica y adaptativa para el organismo,
la neovascularizacién ocular patolégica acompafia, por ejemplo, AMD, no tiene beneficio conocido y frecuentemente
lleva a la ceguera (para revision, véase Campochiaro (2000) J. Cell. Physiol. 184: 301 - 10). Por lo tanto, aunque se
han hecho avances en el entendimiento de los eventos moleculares que acompafian la neovascularizacién, existe
una necesidad de utilizar este entendimiento para desarrollar métodos adicionales para tratar en trastornos de
enfermedades neovasculares, incluyendo enfermedades neovasculares oculares y trastornos tales como la
neovascularizacién coroidal que ocurre con AMD y retinopatia diabética.
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Resumen de la invencién

Se ha descubierto que la combinacion de agentes anti-VEGF y anti-PDGF sorprendentemente permiten beneficios
terapéuticos sinérgicos para tratar una enfermedad neovascular ocular.

De acuerdo con lo anterior, la invencion presenta un método para tratar un paciente diagnosticado con o en riesgo
de desarrollar una trastorno neovascular. Este método incluye la administracion al paciente de un agente anti-VEGF
y de un agente anti-PDGF como tratamiento terapéutico primario o adjunto.

En un aspecto, la invencién provee un antagonista de PDGF y un antagonista de VEGF para uso en un método para
el tratamiento de un trastorno neovascular ocular, en donde el antagonista de PDGF es 4-[(4-metil-piperazin-1-
il)metil]-N-[4-metil-3-[(4-piridin-3-ilpi-rimidin-2-il)amino]fenillbenzamida (imatinib), y el antagonista de VEGF es
pegaptanib o una sal del mismo, en donde el antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF son para
administracion simultanea, separada o secuencial.

En otro aspecto, la invencion provee un antagonista de PDGF y un antagonista de VEGF para uso en un método
para el tratamiento o prevencion de un trastorno neovascular ocular, en donde el antagonista de PDGF es un
anticuerpo anti-PGDF o un fragmento de enlace del mismo, y el antagonista de VEGF es pegaptanib o una sal del
mismo, donde el antagonista de PDGF y el antagonista de VEGD son para administracién simultanea, separada o
secuencial.

En un aspecto adicional, la invencién provee un antagonista de PDGF y un antagonista de VEGF para uso en un
método en el tratamiento o prevencion de un trastorno neovascular ocular, en donde el antagonista de PDGF es un
aptamero anti-PDGF pegilado o no pegilado que tienen las secuencias CAGGCUACGN CGTAGAGCAU
CANTGATCCU GT, en donde las posiciones 6, 20 y 30 son las posiciones 2’-fluoro-2’-desoxiuridina, las posiciones
8, 21, 28, 29 son 2’-fluoro-2’-desoxicitidina, las posiciones 9, 15, 17 y 31 son 2'-O-metil-2’-desoxiguanosina, la
posicion 22 es 2’-O-metil-2’-desoxiadenosina, “N” en las posiciones 10 y 23 es de la hexaetilen glicol fosforamidita, y
la posiciéon 32 esta enlazada 3’ - 3’ o un aptamero anti-PDGF pegilado o no pegilado que tiene la secuencia
CAGGCUACGN CGTA- GAGCAU CANTGATCCU GT, donde la posicion 8 es O-metil-2-desoxicitidina, las
posiciones 9, 17 y 31 son 2-O-metil-2-desoxiguanosina, la posicién 22 es 2-O-metil-2-desoxiadenina, la posicion 30
es 2-O-metil-2-desoxiuridina, las posiciones 6 y 20 son 2-fluoro-2-desoxiuridina, las posiciones 21, 28 y 29 son 2-
fluoro-2-desoxicitidina, “N” en las posiciones 10 y 23 es un espaciador de pentaetilen glicol y la posiciéon 32 esta
enlazada 3’ - 3, y el antagonista de VEGF es pegaptanib o una sal del mismo, en donde el antagonista de PDGF y
el antagonista de VEGF son para administracion simultanea, separada o secuencial.

En aun un aspecto adicional, la invencion provee un antagonista de PDGF y un antagonista de VEGF para uso en
un método para el tratamiento o prevencidon de un trastorno neovascular ocular, en donde el antagonista de PDGF
es un aptamero anti-PDGF pegilado o no pegilado que tiene una secuencia CAGGCUACGN CGTAGAGCAU CANT-
GATCCU GT, donde las posiciones 6, 20 y 30 son 2'- fluoro-2’-desoxiuridina, las posiciones 8, 21, 28 y 29 son 2’-
fluoro-2’-desoxicitidina, las posiciones 9, 15, 17 y 31 son 2’-O-metil-2’-desoxiguanosina, la posicién 22 es 2’-O-metil-
2’-desoxiadenosina, “N” en las posiciones 10 y 23 es de hexaetilen glicol fosforamidita y la posicion 32 esta enlazada
3’-3’, o un aptamero anti-PDGF pegilado o no pegilado que tiene la secuencia CAGGCUACGN CGTAGAGCAU
CANTGATCCU GT, donde la posicion 8 es O-metil-2-desoxicitidina, las posiciones 9, 17 y 31 son 2-O-metil-2-
desoxiguanosina, la posicion 22 es 2-O-metil-2-desoxiadenina, la posicién 30 es 2-O-metil-2-desoxiuridina, las
posiciones 6 y 20 son 2-fluoro-2-desoxiuridina, las posiciones 21, 28 y 29 son 2-fluoro-2-desoxicitidina, “N” en las
posiciones 10 y 23 es un espaciador de pentaetilen glicol y la posicion 32 esta enlazada 3’ - 3, y el antagonista de
VEGF es un anticuerpo o un fragmento de enlace del mismo, en donde el antagonista de PDGF y el antagonista de
VEGF son para administracion simultanea, separada o secuencial.

La invencion también provee en un aspecto adicional un antagonista de PDGF y un antagonista de VEGF para uso
en un método en el tratamiento o prevencion de un trastorno neovascular ocular, en donde el antagonista de PGDF
es un aptamero anti-PDGF pegilado que tiene la secuencia CAGGCUACGN CGTAGAGCAU CANTGATCCU GT,
donde las posiciones 6, 20 y 30 son 2’-fluoro-2’-desoxiuridina, las posiciones 8, 21, 28 y 29 son 2’-fluoro-2'-
desoxicitidina, las posiciones 9, 15, 17, y 31 son 2’-O-metil-2’-desoxiguanosina, la posicion 22 es 2'-O-metil-2’-
desoxiadenosina, “N” en las posiciones 10 y 23 es de hexaetilen glicol fosforamidita y la posicion 32 esta enlazada 3’
- 3, y el antagonista de VEGF es un anticuerpo o un fragmento de enlace del mismo, en donde el antagonista de
PDGF y el antagonista de VEGF son para administracién simultanea, separada o secuencial.

En una realizacién de los aspectos anteriores, el antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF se formulan
separadamente como medicamentos.

En otra realizacién de los aspectos anteriores, el antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF se formulan en un
medicamento individual.

En una realizacion adicional de los aspectos anteriores, el antagonista de PDGF es un anticuerpo anti-PDGF-B o un
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fragmento de enlace del mismo.

En una realizaciéon aun adicional del aspecto anterior, el antagonista de VEGF es un anticuerpo anti-VEGF-A o un
fragmento de enlace del mismo.

En otra realizacion, el antagonista de VEGF es pegaptanib sodio.

En una realizacion adicional, el trastorno neovascular ocular es retinopatia isquémica, neovascularizacion del iris,
neovascularizacién intraocular, degeneracion macular relacionada con la edad, neovascularizacién de la cornea,
neovascularizacién de la retina, neovascularizacién coroidal, isquemia retinal diabética o retinopatia diabética
proliferativa.

En un aspecto adicional, la invencién provee un antagonista de PDGF y un antagonista de VEGF para uso en un
método para el tratamiento o prevencion de un trastorno neovascular ocular, en donde el antagonista de PDGF es
un anticuerpo o fragmento de enlace del mismo y el antagonista de VEGF es un anticuerpo o un fragmento de
enlace del mismo.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 (A) es una representacion esquematica de la secuencia de &cidos nucleicos de un PDGF-B humano
(GenBank Accession No. X02811) (SEQ ID NO: 1).

La Figura 1 (B) es una representacion esquematica de la secuencia de aminoacidos de un PDGF-B humano
(GenBank Accession No. CAA26579) (SEQ ID NO: 2).

La Figura 1 (C) es una representacion esquemdtica de la secuencia de &cidos nucleico de PDGF-A humano
(GenBank Accession No. X06374) (SEQ ID NO: 11).

La Figura 1 (D) es una representacion esquematica de la secuencia de polipéptidos de un PDGF-A humano (Gen-
Bank Accession No. CAA29677) (SEQ ID NO: 12).

La Figura 2 (A) es una representacion esquematica de la secuencia de acidos nucleicos de un VEGF humano
(GenBank Accession No: NM_003376) (SEQ ID NO: 3).

La Figura 2 (B) es una representacion esquematica de la secuencia de aminoacidos de un polipéptido VEGF
humano (GenBank Accession No. NP_003367) (SEQ ID NO: 4).

La Figura 3 (A) es una representacion esquematica de la secuencia de acidos nucleicos de un PDGFR-B humano
(Gen- Bank Accession No. NM_002609) (SEQ ID NO: 5).

La Figura 3 (B) es una representacion esquematica de la secuencia de polipéptidos de un PDGFR-B humano (Gen-
Bank Accession No. NP_002600) (SEQ ID NO: 6).

La Figura 3 (C) es una representacion esquematica de la secuencia de acidos nucleicos de un PDGFR-A humano
(Gen- Bank Accession No. NM_006206) (SEQ ID NO: 13).

La Figura 3 (D) es una representacion esquematica de la secuencia de polipéptidos de un PDGFR-A humano (Gen-
Bank Accession No. NP_006197) (SEQ ID NO: 14).

La Figura 4 (A) es una representacion esquematica de la secuencia de acidos nucleicos de un VEGFR-1 humano
(FIt-1) (GenBank Accession No. AF063657) (SEQ ID NO: 7).

La Figura 4 (B) es una representacion esquematica de la secuencia de polipéptidos de un VEGFR- (FIt-1) humano
(GenBank Accession No.) (SEQ ID NO: 8).

La Figura 4 (C) es una representacion esquematica de la secuencia de &cidos nucleicos de un VEGFR-2 humano
(KDR/FIk- 1) (GenBank Accession No. AF035121) (SEQ ID NO: 9).

La Figura 4 (D) es una representacion esquematica de la secuencia de polipéptidos de un VEGFR-2 humano
(KDR/FIk-1) (GenBank Accession No. AAB88005) (SEQ ID NO: 10).

La Figura 5 es una representacion grafica de los resultados de una prueba de neovascularizacion de la cérnea que
compara un tratamiento de control (cont), un tratamiento Gleevec (un agente anti-PDGF), y un tratamiento con
Macugen™ (esto es tratamiento con pegaptanib, un agente anti-VEGF), con los resultados de un tratamiento de
combinacion con Macugen™ y Gleevec (terapia de combinacion anti-PDGF/anti-VEGF).

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2388 138 T3

La Figura 6 (A) es una representacion fotografica de una imagen microscépica con fluorescencia de una
neovascularizacién de la cérnea que se presenta en cornea de ratén de control (tratado con PEG).

La Figura 6 (B) es una representacion fotografica de una imagen microscopica con fluorescencia de una
neovascularizacién de la cérnea que se presenta en cérnea de ratén tratada con Gleevec.

La Figura 6 (C) es una representacion fotografica de una imagen microscopica con fluorescencia de una
neovascularizacién de la cérnea que se presenta en cérnea de ratdn tratada con Macugen™.

La Figura 6 (D) es una representacion fotografica de una imagen microscopica con fluorescencia de una
neovascularizacién de la cornea que se presenta en cdrnea de ratén tratada tanto con Macugen™ como con
Gleevec.

La Figura 7 (A) es una representacion fotografica de una imagen microscopica de fluorescencia que muestra que la
vasculatura de la cérnea normal no es afectada por la administracién de APB5 (anticuerpo de PDGFR, un agente
anti-PDGF).

La Figura 7 (B) es una representacion fotografica de una imagen microscopica de fluorescencia que muestra que la
vasculatura de la cérnea normal no es afectada por la administracion de Gleevec.

La Figura 7 (C) es una representacion fotografica de una imagen microscépica de fluorescencia que muestra que la
vasculatura de la cérnea normal no es afectada por la administracion de Macugen™ (Mac) y Gleevec juntos.

La Figura 7 (D) es una representacion fotografica de una imagen microscopica de fluorescencia que muestra que la
vasculatura de la cérnea normal no es afectada por la administracion de PEG.

La Figura 8 es una representacion gréafica de los resultados de una prueba de neovascularizacion coroidal inducida
por laser en comparacion con un tratamiento de control (cont), tratamiento con Gleevec (un agente anti-PDGF), y
tratamiento con Macugen™ (esto es tratamiento con pegaptanib, un agente anti-VEGF), con los resultados de un
tratamiento de combinacién con Macugen™ y Gleevec (terapia de combinacion anti-PDGF/anti-VEGF).

La Figura 9 es una representacion grafica de los resultados de una prueba de neovascularizacion coroidal inducida
por laser que compara un tratamiento de control (cont), tratamiento con APB5 (un anticuerpo anti-PGFR, el cual
actia como un agente anti-PDGF), y tratamiento con Macugen (esto es, tratamiento con pegaptanib, un aptamero
anti-VEGF), con los resultados de un tratamiento de combinacion con Macugen y APB5 (Mac + APB5).

La Figura 10 es una representacion grafica de los resultados de un modelo de desarrollo de retina que compara un
tratamiento de control (cont), tratamiento con ARC-127 (un agente anti-PDGF), y tratamiento con Macugen (esto es,
tratamiento con pegaptanib, un agente anti-VEGF), con los resultados de un tratamiento de combinacién con
Macugen y ARC-127 (terapia de combinacion anti-PDGF/anti-VEGF).

La Figura 11 es una representacion grafica de los resultados de una prueba de neovascularizacion de cérnea que
compara un tratamiento de control (cont), tratamiento con ARC-127 (un agente anti-PDGF), y tratamiento con
Macugen (esto es, tratamiento con pegaptanib, un agente anti-VEGF), con los resultados de un tratamiento de
combinacién con Macugen y ARC-127 (terapia de combinacion anti-PDGF/anti-VEGF).

La Figura 12 (A) es una representacion fotografica de una imagen microscopica de fluorescencia de una
neovascularizacién de cérnea que se presenta en cornea de ratén de control.

La Figura 12 (B) es una representacion fotografica de una imagen microscopica de fluorescencia de una
neovascularizaciéon de cornea que se presenta en cornea de raton tratado con ARC-127.

La Figura 12 (C) es una representacion fotografica de una imagen microscopica de fluorescencia de una
neovascularizaciéon de cérnea que se presenta en cornea de ratdn tratado con Macugen.

La Figura 12 (D) es una representacion fotografica de una imagen microscépica de fluorescencia de una
neovascularizacién de la cérnea que se presenta en una cornea de raton tratada tanto con Macugen como con ARC-
127.

La Figura 13 es una representacion grafica de los resultados de una prueba de neovascularizacion de cérnea que
compara un tratamiento de control (cont), tratamiento con APB-5 (un agente anti-PDGF), y tratamiento con Macugen
(esto es, tratamiento con pegaptanib, un agente anti-VEGF), con los resultados de un tratamiento de combinacion
con Macugen y APB-5 (terapia de combinacién anti-PDGF/anti-VEGF).

La Figura 14 es una representacion grafica de los resultados de una prueba de neovascularizacion de cérnea que
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compara un tratamiento de control (cont), tratamiento con APB-5 (un agente anti-PDGF), y tratamiento con Macugen
(esto es, tratamiento con pegaptanib, un agente anti-VEGF), con los resultados de un tratamiento de combinacion
con Macugen y APB-5 (terapia de combinacion anti-PDGF/anti-VEGF).

Descripcion detallada de la invencion

Tal como se utilizan aqui, los siguientes términos y expresiones tendran los significados que se definen mas abajo. A
menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos utilizados aqui tienen el mismo significado
que se entiende comunmente para una persona de experiencia normal en la técnica a la cual pertenece esta
invencion.

Por “antagonista” se entiende un agente que inhibe, bien sea parcial o completamente, la actividad o produccion de
una molécula objetivo. En particular, el término “antagonista”, tal como se aplica aqui selectivamente, significa un
agente capaz de hacer disminuir los niveles de la expresién en genes de PDGF, PDGFR, VEGF o VEGFR, los
niveles de ARNm, niveles de proteinas o actividad de proteina. Formas de ejemplo de antagonistas incluyen, por
ejemplo, proteinas, polipéptidos, péptidos (tales como péptidos ciclicos), anticuerpos o fragmentos de anticuerpos,
imitadores de péptidos, moléculas de acido nucleico, moléculas antisentido, ribozimas, aptameros, moléculas de
ARNi, y moléculas organicas pequefias. Mecanismos de ejemplos no limitantes de la inhibicién de antagonistas de
los objetivos ligando receptor VEGF/VEGFR y PDGF/PDGFR incluyen la represion de sintesis de ligando y/o
estabilidad (por ejemplo utilizando ribozimas antisentido o composiciones de ARNi que apuntan al ligando
gen/acidos nucleicos), el bloqueo de enlazamiento del ligando a su receptor cognato (por ejemplo, utilizando
aptadmeros antiligando, anticuerpos o un receptor cognato soluble sefiuelo), represion de la sintesis y/o estabilidad
del receptor (por ejemplo, utilizando, ribozimas antisentido o composiciones de ARNi que apuntan al receptor ligando
gen/acidos nucleicos), bloqueo del enlazamiento del receptor a su receptor cognato (por ejemplo, utilizando
anticuerpos del receptor) y bloqueo de la activacion del receptor por su ligando cognato (por ejemplo, utilizando
inhibidores de receptor de tirosina quinasa). Ademas, el antagonista puede inhibir directa o indirectamente la
molécula objetico.

El término “anticuerpo” tal como se utiliza aqui pretende incluir anticuerpos completos, por ejemplo, de cualquier
isotipo (IgG, IgA, IgM, IgE, etc.), e incluye fragmentos de los mismos los cuales reconocen y son especialmente
reactivos con proteinas, carbohidratos, etc. de vertebrados (por ejemplo, mamiferos). Los anticuerpos pueden ser
fragmentados utilizando técnicas convencionales y los fragmentos pueden ser seleccionados en cuanto a su utilidad
de la misma forma como se describe més arriba para los anticuerpos completos. Asi, el término incluye segmentos
de porciones proteoliticamente escindidas o preparadas por recombinacion de una molécula de anticuerpo que son
capaces de reaccionar selectivamente con una cierta proteina. Ejemplos no limitantes de tales fragmentos
proteoliticos y/o recombinantes incluyen Fab, F(ab’)2, Fab’, Fv, y anticuerpos de cadena sencilla (scFv) que
contienen un dominio V[L] y/o V[H] unido por un enlazante peptidico. Los scFv pueden ser enlazados por via
covalente 0 no covalente para formar anticuerpos que tienen dos 0 mas sitios de enlace. La invencion presente
incluye preparaciones policlonales, monoclonales u otras purificadas de anticuerpos y anticuerpos recombinantes.

El término “aptamero”, usado aqui de manera intercambiable con el término “ligando de acido nucleico”, significa un
acido nucleico que, a través de su capacidad para adoptar una conformacion tridimensional especifica, se enlazaay
tiene un efecto antagonizante (esto es, inhibidor) sobre un objetivo). El objetivo de la presente invencion es PDGF o
VEGF (0 uno de sus receptores cognatos PDGFR o VEGFR), y por lo tanto el término aptamero de PDGF o ligando
de éacido nucleico o aptdmero de VEGF o ligando de &cido nucleico (o aptamero de PDGFR o ligando de acido
nucleico o aptamero de VEGFR o ligando de &cido nucleico) se utiliza aqui. La inhibicién del objetivo por el aptdmero
puede ocurrir por enlazamiento del objetivo, alterando cataliticamente el objetivo, haciendo reaccionar el objetivo de
tal manera que modifique/altere el objetivo o la actividad funcional del objetivo, enlazandose por via covalente al
objetivo como en un inhibidor suicida, facilitando la reaccion entre el objetivo y otra molécula. Los aptdmeros pueden
comprende multiples unidades de ribonucleoétidos, unidades de desoxirribonucledtidos, o una mezcla de ambos tipos
de residuos de nucledtidos. Los aptameros pueden comprender adicionalmente una o mas bases modificadas,
azucares o unidades de esqueleto de fosfato tal como se describe en méas detalle aqui.

Por “antagonista de anticuerpos” se entiende una molécula de anticuerpo tal como se define aqui que es capaz de
bloquear o reducir significativamente una o mas de las actividades de un objetivo PDGF o VEGF. Por ejemplo, un
anticuerpo inhibidor de VEGF puede inhibir o reducir la capacidad de VEGF para estimular la angiogénesis.

Una secuencia de nucleétidos es “complementaria” a otra secuencias de nucledtidos y cada una de las bases de las
dos secuencias coincide, esto es, son capaces de formar pares de bases de Watson Crick. El término “cadena
complementaria” se utiliza aqui de forma intercambiable con el término “complemento”. El complemento de una
cadena de acido nucleico puede ser el complemento de una cadena de codificacion o el complemento de una
cadena codificadora.

Las expresiones “residuo conservado” o “sustitucion de aminoacidos conservadoras” se refiere al agrupamiento de
aminoacidos sobre la base de ciertas propiedades comunes. Una forma funcional de definir las propiedades
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comunes entre amino&cidos individuales es analizar las frecuencias normalizadas de los cambios del aminoéacido
entre las correspondientes proteinas de organismos homologos. De acuerdo con tales andlisis, pueden definirse
grupos de aminoacidos donde los aminoacidos dentro de un grupo se intercambian preferiblemente uno con otro, y
por lo tanto recuerdan uno al otro lo maximo en su impacto y en la estructura global de la proteina (Schulz, G. E. and
R. H. Schirmer, Principles of Protein Structure, Springer-Verlag). Ejemplos de grupos de aminoacidos definidos de
esta manera incluyen:

(i) un grupo cargado, consistente de Glu y Asp, Lys, Arg y His,

(i) un grupo cargado positivamente, consistente de Lys, Arg y His,

(i) un grupo cargado negativamente, consistente de Glu y Asp,

(iv) un grupo aromatico, consistente de Phe, Tyry Trp,

(v) un grupo anillo con nitrégeno, consistente de His 'y Trp,

(vi) un grupo alifatico grande, no polar, consistente de Val, Leu y lle,

(vii) un grupo ligeramente no polar, consistente de Met y Cys,

(viii)un grupo de residuo pequefio, consistente de Ser, Thr, Asp, Asn, Gly, Ala, Glu, GIn y Pro,
(ix) un grupo alifatico consistente de Val, Leu, lle, Met and Cys, y

(X) un grupo hidroxilo pequefio consistente de Sery Thr.

Ademas de los grupos presentados anteriormente, cada residuo de aminoacidos puede formar su propio grupo, y el
grupo formado por el amino4cidos individual puede ser referido simplemente con abreviatura de una o tres letras
para ese aminoacido utilizada comiunmente en la técnica.

El término “interaccion” tal como se utiliza aqui esta previsto para incluir relaciones o asociacion detectables (por
ejemplo, interacciones bioquimicas) entre moléculas, tales como interaccién entre proteina-proteina, proteina-acido
nucleico, &cido nucleico-acido nucleico y proteina-molécula pequefia o acido nucleico-molécula pequefia en la
naturaleza.

El término “proteina interactuante” se refiere a una proteina capaz de interactuar, enlazarse a, y /o de otra manera
asociarse con una proteina de interés, tal como por ejemplo una proteina de PDGF o VEGF, o0 sus receptores
cognatos correspondientes.

El término “aislado” tal como se utiliza aqui con respecto a acidos nucleicos, tales como ADN o ARN, se refiere a
moléculas separadas de otros ADN o ARN, respectivamente que estan presentes en la fuente natura de la
macromolécula. De la misma forma, el término “aislado” tal como se utiliza con respecto a los polipéptidos se refiere
a moléculas de proteinas separadas de otras proteinas que estan presentes en la fuente del polipéptido. El término
aislado tal como se utiliza aqui se refiere también a un acido nucleico o péptido que esta sustancialmente libre de
material celular, material virico o medio de cultivo cuando se produce por técnicas de ADN recombinante, o
precursores quimicos u otros agentes quimicos cuando se sintetiza quimicamente.

“Acido nucleico aislado” se entiende que incluye fragmentos de &cidos nucleicos, los cuales no se presentan de
manera natural como fragmentos, sino que se encontraria en estado natural. El término “aislado” se usa aqui
también para referirse a polipéptidos, los cuales se aislan de otras proteinas celulares y se entiende que abarcan
polipéptidos tanto purificados como recombinantes.

Tal como se utiliza aqui, los términos “marcador” y “marcador detectable” se refieren a una molécula capaz de ser
detectada, incluyendo, pero no limitandose a, is6topos radioactivos, fluoréforos, unidades estructurales
guimioluminiscentes, enzimas, sustratos de enzimas, cofactores de enzimas, inhibidores de enzimas, colorantes,
iones metélicos, ligandos (por ejemplo, biotina o haptenos) y similares. El término “fluorescente” se refiere a una
sustancia 0 a una porcidon de la misma que es capaz de exhibir fluorescencia en el rango detectable. Ejemplos
particulares de marcadores que pueden ser utilizados bajo la invencion incluyen fluoresceina, rodamina, dansilo,
umbeliferona, rojo de Texas, luminol, NADPH, alfa-beta-galactosidasa y peroxidasa de rabano.

“Nivel de expresion de un gen en una célula” se refiere al nivel de ARNm, asi como a los transcriptos nacientes pre-
ARNmM, intermedios de procesamiento de transcriptos, ARNm maduros y productos de degradacién, codificados por
el gen en la célula, asi como el nivel de proteina traducido a partir de ese gen.

Tal como se utiliza aqui, el término “acido nucleico” se refiere a polinucleétidos tales como acido desoxirribonucleico
(ADN), y cuando es apropiado, acido ribonucleico (ARN). También debe entenderse que el término incluye, como
equivalentes, analogos bien sea de ARN o ADN hecho a partir de analogos de nucledtidos y, tal como es aplicable a
la realizacion que esta siendo descrita, polinucledtidos de cadena sencilla (sentido o antisentido) y de cadena doble,
EST, cromosomas, ADNc, ARNm y ARNr y ejemplos representativos de moléculas que pueden ser denominadas
como &cidos nucleicos.

El término “oligonucledtido” se refiere a un oligémero o polimero de mondmeros de nucleétidos o nucleésidos que
consisten de bases de origen natural, azlGcares y uniones interazlcar (esqueleto). El término también incluye
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oligémeros modificados o sustituidos que comprenden monémeros de origen no natural o porciones de los mismos,
los cuales funcionan de la misma forma, la incorporacién de oligdmeros sustituidos se basa en factores que incluyen
consumo celular potenciado o resistencia incrementada a la nucleasa y se encogen tal como es conocido en la
técnica. El oligonucleétido completo o solamente porciones del mismo pueden contener los oligdmeros sustituidos.

El término “porcentaje de identidad” se refiere a la identidad de secuencia entre dos secuencias de aminoacidos o
entre dos secuencias de nucleédtidos. La identidad puede ser determinada bien sea por comparacion en cada
secuencia, la cual puede ser alineada para propésitos de comparacion. Cuando una posicién equivalente en las
secuencias separadas es ocupada por la misma base o aminoacido, entonces las moléculas son idénticas en esa
posicion; cuando el sitio equivalente ocupado por el mismo o similar residuos de aminoacidos (por ejemplo, similar
en naturaleza estérica y/o electronica), entonces las moléculas pueden considerarse como homologas (similares) en
esa posicion. La expresion de un porcentaje de homologia, similitud y/o identidad se refiere a una funcion del
namero de aminoacidos idénticos o similares en posiciones compartidas por las secuencias comparadas. Pueden
utilizarse diversos algoritmos y/o programas de alineamiento, incluyendo el modelo Hidden Markov (HMM), FASTA y
BLAST. HNiM, FASTA y BLAST estan disponibles a través del National Center for Biotechnology Information,
National Library of Medicine, National Institutes of Health, Betesda, MD y el European Bioinformatic Institute EBI. En
una realizacion, el porcentaje de identidad de las secuencias que pueden determinarse por estos programas GCG
con un peso de brecha de 1, por ejemplo, cada aminoacido de brecha se pesa como si fuera un aminoacido sencillo
0 un nucledtido que no coincide entre las dos secuencias. Otras técnicas para alineamiento se describen en Metods
in Enzymology, vol. 266: Computer Metods for Macromolecular Sequence Analysis (1996), ed. Doolittle, Academic
Press, Inc., a division of Harcourt Brace & Co., San Diego, California, Estados Unidos. Cuando sea deseable, un
programa de alineamiento que permita brechas en la secuencia se utiliza para alinear las secuencias. El Smith-
Waterman es un tipo de algoritmo que permite brechas en alineamientos de secuencias (véase (1997) Met. Mol.
Biol. 70: 173 - 187). También el programa GAP que utiliza el método de alineamiento de Needleman y Wunsch
puede utilizarse para alinear secuencias. Se describen méas técnicas y algoritmos que incluyen el uso de HMM en
Sequence. Structure, and Databanks: A Practical Approach (2000), ed. Oxford University Press, Incorporated and in
Bioinformatics: Databases y Systems (1999) ed. Kluwer Academic Publishers. Una estrategia de busqueda
alternativa utiliza software MPSRCH, el cual corre sobre un ordenador MASPAR. EI MPSRCH utiliza un algoritmo de
Smith-Waterman para calificar secuencias en un ordenador paralelo masivamente. Esta metodologia mejora la
capacidad para seleccionar coincidencias distantemente relacionadas, y es especialmente tolerante a pequefias
brechas y errores de secuencias de nucledtidos. Las secuencias de aminoéacidos codificadas por &cidos nucleicos
puede ser utilizada para buscar bases de datos tanto de proteinas como de ADN. Las bases de datos con
secuencias individuales se describen en Metods in Engymology ed. Doolittle, supra. Databases include Genbank,
EMBL, y DNA Database of Japan (DDBJ).

“Coincidencia perfecta” en referencia a un duplex significa que las cadenas de poli u oligonucleétido que conforman
el duplex forman una estructura de cadena doble una con otra de tal manera que el nucleétido en cada cadena sufre
el apareamiento de bases de Watson-Crick con un nucleétido en la otra cadena. El término también abarca el
apareamiento de analogos de nucledsidos, tales como desoxinosina, nucledsidos con bases de 2-aminopurina, y
similares, que también pueden ser empleadas. Una no coincidencia en un ddplex entre un polinucleétido objetivo y
un oligonucledtido o polinucleétido significa que un par de nucleétidos en el diplex fracasa en sufrir el enlazamiento
de Watson-Crick. En referencia a un triplete, el término significa que el triplete consiste de un duplex perfectamente
coincidente y una tercera cadena en la cual cada nuclettidos sufre la asociacion de Hoogsteen o de Hoogsteen
reversa con un par de bases del duplex de coincidencia perfecta.

Los términos “ARN de interferencia”, “ARNi” o “ARNSsi” se refieren todos a un método mediante el cual la expresion
de un gen o producto genético es disminuida por la introduccion en una célula objetivo de uno o0 mas ARN de doble
cadena, los cuales son homologos al gen de interés (particularmente al ARN mensajero del gen de interés, por
ejemplo PDGF o VEGF).

Las variantes polimorficas también pueden abarcar “polimorfismos de nucleétidos individuales” (SNP) en los cuales
la secuencia de polinucleétidos varia en una base (por ejemplo, una variacion de una base en PDGF o VEGF). La
presencia de SNP puede ser indicadora de, por ejemplo, una cierta poblacién, un estado de enfermedad o una
propension a un estado de enfermedad.

El “perfil” de un estado biolégico aberrante, por ejemplo de una célula tumoral se refiere a los niveles de diversos
constituyentes de una célula que cambia la respuesta al estado de la enfermedad. Los constituyentes de una célula
incluyen los niveles de ARN, niveles de abundancia de proteinas, o niveles de actividad de proteinas.

El término “proteina” se utiliza de manera intercambiable aqui con los términos “péptido” y “polipéptidos”. El término
“proteina recombinante” se refiere a una proteina de la presente invencion la cual es producida por técnicas de ADN
recombinante, en donde generalmente el ADN que codifica la proteina expresada o el ARN se inserta en un vector
de expresion adecuado el cual a su vez es utilizado para transformar una célula huésped para producir una proteina
heterdloga o ARN. Adicionalmente, la expresion “derivado de”, con respecto a un gen recombinante que codifica la
proteina recombinante se entiende que incluye dentro del significado de “proteina recombinante” aquellas proteinas
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que tienen una secuencia de aminoacidos de una proteina nativa o una secuencia de aminoéacidos similar a la
misma la cual es generada por mutaciones, incluyendo sustituciones y supresiones, de una proteina de origen
natural.

Tal como se utiliza aqui, el término “transgen” significa una secuencia de acidos nucleicos (que codifica, por ejemplo,
uno de los acidos nucleicos objetivo o un transcripto antisentido del mismo), el cual ha sido introducido en una
célula. Un transgen podria ser parcial o completamente heterélogo, esto es, foraneo para el animal o célula
transgénicos en los cuales se introduce, 0, es homélogo a un gen enddgeno del animal o célula transgénicos en el
cual se introduce, pero el cual esta disefiado para ser insertado, o es insertado, en el genoma del animal de tal
manera que altere el genoma de la célula en la cual se inserta (por ejemplo, se inserta en una localizacién que
difiere de la del gen natural o su insercién da como resultado una inhabilitacién) un transgen también puede estar
presente en la célula en forma de un episoma. Un transgen puede incluir una o mas secuencias reguladoras
transcripcionales y cualquier otro acido nucleico, tales como intrones, los cuales pueden ser necesarios para la
expresion 6ptima de un acido nucleico seleccionado.

Por “trastorno neovascular’ se entiende un trastorno caracterizado por la alteracion o angiogénesis no regulada
diferente a la de la transformacion oncogénica o neoplastica acompafiante, esto es, cancer. Ejemplos de trastornos
neovasculares incluyen soriasis, artritis reumatoide y trastorno neovasculares oculares incluyendo retinopatia
diabética y degeneracién macular relacionada con la edad.

Tal como se utilizan aqui, los términos “neovascularizacion” y “angiogénesis” se utilizan de manera intercambiable.
Neovascularizacion y angiogénesis se refiere a la generacion de nuevos vasos sanguineos en células, tejidos u
drganos. El control de la angiogénesis se altera tipicamente en ciertos estados de enfermedad y, en muchos casos,
el dafio patologico asociado con la enfermedad esta relacionado con la angiogénesis alterada, no regulada o
descontrolada. Una angiogénesis persistente, no regulada se presenta en una multiplicidad de estados de
enfermedad, incluyendo aquellos caracterizados por el crecimiento anormal de células endoteliales, y soporta el
dafio patoldgico visto en estas condiciones incluyendo la ruptura y permeabilidad de vasos sanguineos.

Por “trastorno neovascular ocular” se entiende un trastorno caracterizado por angiogénesis alterada o no regulada
en el ojo de un paciente. Trastornos neovasculares oculares de ejemplo incluyen neovascularizacion de disco 6ptico,
neovascularizacion del iris, neovascularizacion de la retina, neovascularizacién coroidal, neovascularizacion de la
cérnea, neovascularizaciéon del vitreo, glaucoma, pannus, pterigios, edema macular, retinopatia diabética, edema
macular diabético, retinopatia vascular, degeneracion retinal, uveitis, enfermedades inflamatorias de la retina y vitreo
retinopatia proliferativa.

El término “tratar” una enfermedad neovascular en un sujeto o “tratamiento de” un sujeto que tiene una enfermedad
neovascular se refiere a someter al sujeto a un tratamiento farmacéutico, por ejemplo, la administracion de un
farmaco, de tal manera que al menos se disminuya un sintoma de la enfermedad neovascular. De acuerdo con lo
anterior, el término “tratamiento” tal como se utiliza aqui se entiende que abarca la curacién asi como la mejora de
uno de los sintomas de la condicion de la enfermedad neovascular. De acuerdo con lo anterior, “tratamiento” tal
como se utiliza aqui, incluye la administracion o prescripcion de una composicion farmacéutica para el tratamiento o
prevencion de un trastorno neovascular ocular.

Por “paciente” se entiende cualquier animal. El término “animal” incluye mamiferos, incluyendo, pero no limitandose
a, humanos y otros primates. El término también incluye animales domesticados tales como vacas, cerdos, ovejas,
caballos, perros y gatos.

Por “PDGF” o “factor de crecimiento derivado de plaquetas” se entiende un factor de crecimiento derivado de las
plaquetas en mamiferos que afecta la angiogénesis o un proceso angiogénico. Tal como se utiliza aqui, el término
“PDGF” incluye los diversos subtipos de PDGF incluyendo PDGF-B (véase Figura 1 (A) y (B)), y PDGF-A (véase
Figura 1 (C) y (D)). Adicionalmente, tal como se utiliza aqui, el término “PDGF” se refiere a los factores angiogénicos
relacionados con PDGF tales como PDGF-C y PDGF-D que actdan a través de un receptor PDGF cognato para
estimular la angiogénesis o un proceso angiogénico. En particular, el término “PDGF” significa cualquier miembro de
la clase de factores de crecimiento que (i) se enlaza a un receptor de PDGF tal como PDGFR-B (véase Figura 3 (A)
y (B)), o PDGFR-A (véase Figura 3 (C) y (D)); (ii) activa una actividad de tirosina quinasa asociada con el receptor
VEGEF,; y (iii) afecta por lo tanto la angiogénesis o un proceso angiogénico. Tal como se utiliza aqui, el término
“PDGF” se refiere en general a aquellos miembros de la clase de factores de crecimiento que inducen la sintesis de
ADN vy la mitogénesis a través del enlazamiento y activacion de un receptor de superficie celular del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (esto es, PDGF-FR) sobre un tipo de célula que responde. El PDGF afecta los
efectos bioldgicos especificos que incluyen, por ejemplo: migracion celular dirigida (quimiotaxis) y activacion celular;
activacion de la fosfolipasa; rendimiento incrementado de fosfatidilinositol y del metabolismo de la prostaglandina;
estimulacion de la sintesis tanto de colageno como de colagenasa por parte de células que responde; alteracion de
actividades metabdlicas celulares, incluyendo sintesis de matriz, produccion de citoquina, y consumo de
lipoproteinas; induccion, indirectamente, de una respuesta proliferativa en células que carecen de receptores de
PDGF; y actividad vasoconstrictora potente. El término “PDGF” se entiende que incluye tanto un polipéptido de
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“PDGF” y su correspondiente gen codificador de “PDGF” o acido nucleico.

Por “PDGF-A” se entiende un polipéptido de cadena A de PDGF y su correspondiente gen codificador o acido
nucleico.

Por “PDGF-B” se entiende un polipéptido de cadena B de PDGF y su correspondiente gen codificador o &cido
nucleico.

Por “VEGF” o “factor de crecimiento endotelial vascular”, se entiende un factor de crecimiento endotelial vascular de
mamiferos que afectan la angiogénesis 0 un proceso angiogénico. Tal como se utiliza aqui, el término “VEGF”
incluye los diversos subtipos de VEGF (también conocidos como factores de permeabilidad vascular (VPF) y VEGF-
A) (véase Figura 2 (A) y (B)) que surgen, por ejemplo, mediante la division alternativa del gen de VEGF-A/VPF
incluyendo VEGF121, VEGF165 Y VEGF1g9. Adicionalmente, tal como se utiliza aqui, el término “VEGF” se refiere a
factores angiogénicos relacionados con VEGF tales como PIGF (factor de crecimiento de placenta) VEGF-B, VEGF-
C, VEGF-D y VEGF-E que actian a través de un receptor cognato VEGF para estimular la angiogénesis o un
proceso angiogénico. En particular, el ‘término “VEGF” significa cualquier miembro de la clase de factores de
crecimiento que (i) se enlazan a un receptor VEGF tal como en VEGFR-1 (Flt-1) (véase Figura 4 (A) y (B)), VEGFR-
2 (KDR/FIk-I) (véase Figura 4 (C) y (D)), o VEGFR-3 (FLT-4); (ii) activan una actividad de tirosina quinasa asociada
con el receptor de VEGF; y (iii) afecta por lo tanto la angiogénesis o un proceso angiogénico. El término “VEGF” se
entiende que incluye un polipéptido de “VEGF” y su correspondiente gen codificador de “VEGF” o acido nucleico.

Por “antagonista de PDGF” se entiende un agente que reduce, o inhibe, bien sea parcial o completamente, la
actividad de produccion de un PDGF. Un antagonista de PDGF puede reducir directa o indirectamente o inhibir un
PDGF especifico tal como PDGF-B. Adicionalmente, los “antagonistas de PDGF” consistente con la anterior
definicion de “antagonistas” pueden incluir agentes que actuan bien sea sobre un ligando de PDGF o su receptor
cognado de tal manera que reduzca o inhiba una sefial de receptor asociada a PDGF. Ejemplos de tales
“antagonistas de PDGF” incluyen asi, por ejemplo: ribozimas antisentido o composiciones de ARNi que apuntan a un
acido nucleico de PDGF; aptdmeros anti PDGF, anticuerpos anti-PDGF o receptores solubles de PDGF sefiuelo
que evitan el enlazamiento de un PDGF a su receptor cognato; ribozimas antisentido o composiciones de ARNi que
apuntan a un é&cido nucleico receptor de PDGF cognato (PDGFR); y aptameros anti-PDGFR o anticuerpos anti-
PDGFR que se enlazan a un receptor PDGFR cognato; e inhibidores de tirosina quinasa de DGFR.

Por “antagonista de VEGF” se entiende un agente que reduce, o inhibe, bien sea parcial o completamente, la
actividad o produccion de un VEGF. Un antagonista de VEGF puede reducir directa o indirectamente o inhibir un
VEGF especificos tal como VEGFi65. Adicionalmente, los “antagonistas de VEGF” consistentes con la definicion
anterior de “antagonistas”, pueden incluir agentes que actlan bien sea sobre un ligando VEGF o su receptor cognato
de tal manera que reduzca o inhiba una sefial de receptor asociada con VEGF. Ejemplos de tales “antagonistas de
VEGF” incluyen asi, por ejemplo, ribozimas antisentido o composiciones de ARNi que apuntan a un &cido nucleico
VEGF; aptameros anti-VEGF, anticuerpos anti-VEGF o receptores de VEGF solubles sefiuelo que evitan el
enlazamiento de un VEGF a su receptor cognato; ribozimas antisentido o composiciones de ARNi que apuntan a un
acido nucleico receptor cognato VEGF (VEGFR); aptdmeros anti-VEGFR o anticuerpos anti-VEGFR que se enlazan
a un receptor VEGFR cognato; inhibidores de tirosina quinasa de VEGFR.

Por “una cantidad suficiente para suprimir un trastorno neovascular’ se entiende la cantidad efectiva de un
antagonista, en combinacidon de la invencién, requerida para tratar o prevenir un trastorno o sintoma neovascular del
mismo. “Cantidad efectiva” de ingredientes activos utilizados para practicar la presente invencién para tratamiento
terapéutico de las condiciones causadas por o contribuyentes al trastorno neovascular varia dependiendo de la
forma de administracion, localizacion anatémica del trastorno neovascular, edad, peso corporal y salud general del
paciente. Finalmente, un médico o veterinario decidira la cantidad apropiada y régimen de dosificacion. Tal cantidad
se denomina como una cantidad suficiente para suprimir un trastorno neovascular.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y de las
reivindicaciones.

Una “variante” del polipéptido X se refiere a un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos del péptido X el
cual es alterado en uno 0 mas residuos de aminoacidos. La variante puede tener cambios “conservadores” en donde
un aminoacido sustituido tiene propiedades estructurales o quimicas similares (por ejemplo, reemplazo de leucina
con isoleucina). Mas raramente, una variante puede tener cambios “no conservables” (por ejemplo, reemplazo de
glicina con triptéfano). Variaciones menores analogas también pueden incluir eliminaciones o inserciones de
aminoacidos, o ambas. La guia en la determinacién de cuales residuos de aminoacidos pueden ser sustituidos,
insertados o suprimidos sin abolir la actividad bioldgica o inmunoldgica pueden encontrarse utilizando programas de
ordenador bien conocidos en la técnica, por ejemplo, software LASERGENE (DNASTAR).

El término “variante” cuando se utiliza en el contexto de una secuencia de polinucleétidos, puede abarcar una
secuencia de polinucleétidos relacionada con la del gen o de la secuencia codificadora del mismo. Esta definicion
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también puede incluir, por ejemplo, variantes “alélicas”, “de division”, “de especie” o “polimorficas”. Una variante de
divisién puede tener una identidad significativa con una molécula de referencia pero generalmente tendra un namero
mayor o menor de polinucleétidos debido a la division alternativa de exones durante el procesamiento de la ARNm.
El polipéptido correspondiente puede poseer dominios funcionales adicionales o una ausencia de dominios.
Variantes de especies son secuencias de polinucleétidos que varian de una especie a otra. Los polipéptidos
resultantes en general tendran una identidad de aminoacidos significativa uno con respecto al otro. Una variante
polimérfica es una variacion de la secuencia de polinucleétidos de un gen particular entre individuos de una especie
dada.

El término “vector” se refiere a una molécula de acido nucleico capaz de transportar otra molécula de acido nucleico
a la cual se ha enlazado. Un tipo de vector (til es un episoma, esto es, un acido nucleico capaz de una replicacion
extracromosomica. Vectores Utiles son aquellos capaces de replicacion autdnoma y/o expresion de acidos nucleicos
a los cuales estan enlazados. Los vectores capaces de dirigir la expresion de genes a los cuales estan enlazados
operativamente se denominan aqui como “vectores de expresion”. En general , los vectores de expresion de utilidad
en las técnicas de ADN recombinante estadn frecuentemente en la forma de “plasmidos” los cuales se refieren en
general a bucles de ADN de cadena doble circulares los cuales, en su forma de vector no estan enlazados al
cromosoma. En la presente especificacion, “plasmido” y “vector” se utilizan de manera intercambiable puesto que el
plasmido es la forma més cominmente usada de vector.

Terapia de combinacion

La invencion se basa, en parte, en la inhibicion especifica de las actividades tanto de VEGF como de PDGF
utilizando antagonistas de los factores de crecimiento apropiados como tratamientos potentes para pacientes que
tienen un trastorno neovascular. La administracion de un antagonista de PDGF y un antagonista de VEGF permite
beneficios terapéuticos mayores para tratar un trastorno neovascular ocular que un antagonista administrado solo.
La accion combinada de los agentes anti-VEGF y anti-PDGF es inesperada a la luz de los estudios que no
evidencian una cooperacion aparente entre los factores en la estimulacion de la angiogénesis en un sistema celular
endotelial de la retina (véase Castellon et al., (2001) Exp. Eye Res. 74: 523 - 35).

El PDGF y el VEGF son estimulos importantes para el crecimiento de nhuevos vasos sanguineos a través del cuerpo,
especialmente en el ojo. La terapia de combinacion dirigida para inhibir las actividades bioldgicas tanto de PDGF y
VEGF proporciona un método para tratar o prevenir el trastorno neovascular.

De acuerdo con lo anterior, la invencion presenta antagonistas de PDGF y antagonistas de VEGF y composiciones
para suprimir un trastorno neovascular utilizando terapia de combinacion. En particular, la presente invencion utiliza
dos rutas de sefializacion de comunicacion intracelular distintas operativas en células vasculares, a saber la
sefializacion de PDGF y de VEGF, como objetivos terapéuticos en el tratamiento de un trastorno neovascular ocular.
Este método de combinaciones es especialmente Util para tratar cualquier nimero de enfermedades y trastornos
oftalmoldgicos marcados por el desarrollo de neovascularizacién ocular, incluyendo, pero no limitAndose a
neovascularizacién del disco 6ptico, neovascularizacion del iris, neovascularizacion de la retina, neovascularizacién
coroidal, neovascularizacion de la cornea, neovascularizacion del vitreo, glaucoma, pannus, terigeos, edema
macular, retinopatia vascular, degeneracion retinal, degeneracion macular, uveitis, enfermedades inflamatorias de la
retina y vitreo retinopatia proliferativa. La terapia de combinacion, consistente de antagonistas que inhiben PDGF (tal
como PDGF-B) y VEGF (tales como VEGF-A) en su sefializacién da como resultado un eficacia de tratamiento
incrementada en comparacion con cualquiera de las dos terapias utilizadas independientemente. Mientras que los
ejemplos discutidos mas abajo describen la combinacion de un antagonista individual de PDGF y un antagonista
individual de VEGF, se entiende que la combinacion de agentes antagonisticos multiples puede ser deseable.

La terapia de combinacion anti-PDGF y anti-VEGF de acuerdo con la invencion puede llevarse a cabo sola o en
conjuncion con otra terapia y puede ser provista en casa, en la consulta del médico, una clinica, un departamento de
consulta externa de un hospital, o en un hospital. El tratamiento en general comienza en un hospital de tal manera
que el doctor puede observar los efectos de la terapia de manera cercana y hacer cualquier ajuste que sea
requerido. La duracion de la terapia de combinacién depende del tipo del trastorno neovascular que esta siendo
tratado, la edad y condicion del paciente, el estado y tipo de enfermedad del paciente y como el paciente responde
al tratamiento. Adicionalmente, una persona que tiene un riesgo mayor de desarrollar una enfermedad neovascular
(por ejemplo, un paciente diabético) pueda recibir tratamiento para inhibir la apariciéon de los sintomas. Una ventaja
significativa provista por la presente invencién es que la combinaciéon de un antagonista de PDGF y un antagonista
de VEGF para el tratamiento de un trastorno neovascular permite la administracion de una dosis baja de cada
antagonista y menos de antagonistas activos totales, proveyendo asi una eficacia similar con menos toxicidad y
efectos colaterales y costes reducidos.

La dosificaciobn y administracion de cada componente de la combinacion pueden ser controladas
independientemente. Por ejemplo, un antagonista, puede ser administrado tres veces al dia mientras que el segundo
antagonista puede ser administrado una vez por dia. La terapia de combinacién puede ser dada en ciclos de inicio y
terminacion que incluyen periodos de descanso de tal manera que el cuerpo del paciente tiene la oportunidad de

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2388 138 T3

recuperarse de cualquier efecto colateral ain no visto. Los antagonistas también pueden formularse juntos de tal
manera que una administracion suministra ambos antagonistas.

Obijetivos de los antagonistas de PDGF y VEGF

El PDGF fue aislado originalmente a partir de lisados de plaquetas identificados como la principal actividad de
promocién del crecimiento en suero pero no en plasma. La actividad mitogénica de PDGF fue vista primero en
accion con las células de tejidos conectivos, tales como fibroblastos y células de musculos lisos, y en células gliales
en cultivo. Se han identificado dos isoformas homdlogas de PDGF, PDGF A y B, las cuales son codificadas por
genes separados (en los cromosomas 7 y 22). En la especie mas abundante de plaquetas es el heterodimero AB,
aunque todos los tres dimeros posibles (AA, AB y BB) se presentan de manera natural. Después de la traduccion,
los dimeros de PDGF son procesados en proteinas secretadas de aproximadamente 30 kDa.

Se han identificado dos proteinas de la superficie celular que enlazan a PDGF con alta afinidad, alfa y beta (Heldin
et al., (1981) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 78: 3664; Williams et al., (1981) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 79: 5867).
Ambas especies contienen 5 dominios extracelulares similares a la inmunoglobulina, un dominio transmembrana
individual y un dominio de tirosina quinasa intracelular separado por un dominio inserto de quinasa. En los ultimos
afos, las especificidades de las tres isoformas de PDGF para los tres dimeros receptores (alfa/alfa, alfa/beta y
beta/beta) se han elucidado. EI homodimero receptor de alfa se enlaza a todas las tres isoformas de PDGF con alta
afinidad, el homodimero receptor beta se enlaza solamente con PDGF BB con alta afinidad, y PDGF AB con una
afinidad aproximadamente 10 veces menos, y el heterodimero receptor alfa/beta se enlaza a PDGF BB y PDGF AB
con alta afinidad (Westermark & Heldin (1993) Acta Oncologica 32: 101). El patron de especificidad parece resultar
de la habilidad de la cadena A para enlazarse solamente con el receptor alfa y de la cadena B para enlazarse con
las subunidades receptoras tanto alfa como beta con gran afinidad.

En general, la invencion proporciona los agentes que inhiben una o més actividades de PDGF. Estos agentes
inhibidores de PDGF, o antagonistas de PDGF pueden actuar en una o méas formas del ligando PDGF. Los factores
de crecimiento derivados de plaquetas incluyen homo o heterodimeros de la cadena A (PDGF-A) y la cadena B
(PDGF-B) que ejercen su accién a través del enlazamiento y la dimerizacién de dos tirosina quinasas receptoras
relacionadas, receptores [alfa] (PDGFR-[alfa]) y receptores [beta] (PDGFR-[beta]). Ademas, los PDGF-C y PDGF-d,
dos nuevos ligandos activados por proteasa para los complejos PDGFR, han sido identificados recientemente
(véase Li el al., (2000) Nat. Cell. Biol. 2: 302 - 9; Bergsten et al., (2001) Nat. Cell. Biol. 3: 512 - 6; and Uutele et al.,
(2001) Circulation 103: 2242 - 47). Debido a las especificidades de enlazamiento de los ligandos diferentes del
PDGFR, se sabe que el PDGFR-[alfa] enlaza a PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-AB y PDGF-CC; el PDGFR-[beta]
[beta] enlaza a PDGF-BB y PDGF-DD; mientras que PDGFR-[alfa] [beta] enlaza a PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-CC
y PDGF-DD (véase Betsholtz et al., (2001) BioEssavs 23: 494 - 507).

El VEGF es un homodimero enlazado a disulfuro secretado que estimula selectivamente las células endoteliales
para que proliferen, migren y produzcan enzimas degradadoras de matriz (Conn et al., (1990) Proc. Natl. Acad. Sci.
(USA) 87: 1323 - 1327); Ferrara and Henzel (1989) Biochem. Biophys. Res. Commun.161: 851 - 858; Pepper et al.,
(1991) Biochem. Biophys. Res. Commun. 181: 902 - 906; Unemori et al., (1992) J. Cell. Physiol. 153: 557 - 562),
procesos todos los cuales son requeridos para la formacion de nuevos vasos. El VEGF se presenta en cuatro formas
(VEGF-121, VEGF-165, VEGF-189, VEGF-206) como resultado de la division alternativa del gen VEGF (Houck et
al., (1991) Mol. Endocrinol. 5: 1806 - 1814; Tischer et al., (1991) J. Biol. Chem. 266: 11947 - 11954). Las dos formas
mas pequefias son se difunden mientras que las dos formas mas grandes permanecen predominantemente
localizadas en la membrana celular como consecuencia de su alta afinidad por la heparina. EI VEGF-165 también se
enlaza a la heparina y es la forma méas abundante. El VEGF-121, la Gnica forma que no se enlaza a la heparina,
parece tener una afinidad menor por los receptor de VEGF (Gitay-Goren et al., (1996) J. Biol. Chem. 271: 5519 -
5523) as well as lower mitogenic potency (Keyt et al., (1996) J. Biol. Chem. 271: 7788 - 7795). Los efectos bioldgicos
de VEGF son mediados por dos receptores de tirosina quinasa (FIt-1 y Flk-1/KDR) cuya expresion esta altamente
restringida a células de origen endotelial (de Vries et al., (1992) Science 255: 989 - 991; Millauer et al., (1993) Cell
72: 835 - 846; Terman et al., (1991) Oncogene 6: 519 - 524). Mientras que la expresién de ambos receptores
funcionales es requerida para un enlazamiento con alta afinidad, la sefializacion quimiotactica y mitogénica en
células endoteliales parece presentarse de manera primaria a través del receptor KDR (Park et al., (1994) J. Biol.
Chem. 269: 25646 - 25654; Seetaram et al., (1995) Oncogene 10: 135 - 147; Waltenberger et al., (1994) J.Bol.
Chem. 26988 - 26995). La importancia de VEGF y de los receptores de VEGF para el desarrollo de los vasos
sanguineos ha sido demostrada recientemente en ratones que carecen de un alelo sencillo para el gen VEGF
(Carmeliet et al., (1996) Nature 380: 435 - 439; Ferrara et al., (1996) Nature 380: 439 - 442) o ambos alelos de los
genes FIt-1 (Fong et al., (1995) Nature 376: 66 - 70) o Flk-1 (Shalaby et al., (1995) Nature 376: 62 - 66). En cada
caso, se observaron anormalidades distintas en la formacién de vasos dando como resultado la letalidad de los
embriones.

Se sabe ahora que la angiogénesis compensatoria inducida por hipoxia de los tejidos es mediada por VEGF (Levy et
al., (1996). J Biol. Chem. 2746 - 2753); Shweiki et al., (1992) Nature 359: 843 - 845). Estudios en humanos han
demostrado que concentraciones alta de VRGF estan presentes en el vitreo en trastornos angiogénicos de la retina
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pero no en estados de enfermedad inactivos o de no neovascularizacion. El tejido coroidal humano escindido
después de cirugia submacular experimental también muestra altos niveles de VEGF.

Ademas, para ser el Gnico mitégeno especifico de las células endoteliales conocido, el VEGF es Unico entre los
factores de crecimiento angiogénicos en su capacidad para inducir un incremento transiente tanto en la
permeabilidad de los vasos sanguineos a las macromoléculas (por lo tanto su nombre original y alternativos, factor
de permeabilidad vascular, VPF) (véase Dvorak et al, (1979) J. Immunol. 122: 166 - 174; Senger et al., (1983)
Science 219: 983 - 985; Senger et al., (1986) Cancer Res, 46: 5629 - 5632). La permeabilidad vascular
implementada y la deposicién resultante de proteinas del plasma en el espacio extravascular ayuda a la formacién
de nuevos vasos proveyendo una matriz provisional para la migracion de células endoteliales (Dvorak et al., (1995)
Am. J. Pathol. 146: 1029 - 1039). La hiperpermeabilidad es en efecto una caracteristica propia de los vasos nuevos,
incluyendo aquellos asociados con los tumores.

Antagonistas de PDGF y VEGF

En lo que sigue, se discutira una amplia variedad de antagonistas de PDGF y VEGF. Las reivindicaciones incluyen
una combinacién de antagonistas especificos de PDGF y VEGF, antagonistas especificos que estan comprendidos
por la amplia variedad de antagonistas de PDGF y VEGF tal como se discuten aqui. Aunque muchos de los
antagonistas de PDGF y VEGF son referidos mas adelante y no se refieren en las reivindicaciones, se mantiene
aqui referencia a los mismos para propoésitos ilustrativos.

General

La invencion provee antagonistas (esto es, inhibidores) de PDGF y VEGF para uso juntos en terapia de combinacion
para trastornos neovasculares. Los antagonistas de PDGF y los antagonistas de VEGF especificos son conocidos
en la técnica y se describen brevemente en las secciones que siguen. Aun otros antagonistas de PDGF y
antagonistas de VEGF que ahora son, se han hecho, disponibles para las personas experimentadas en la técnica
incluyen los anticuerpos, aptameros, oligdmeros antisentido, ribozimas y composiciones de ARNi que pueden ser
identificados y producidos utilizando practicas que son de rutina en le técnica junto con las ensefianzas y guias de la
especificacion, incluyendo las secciones provistas adicionalmente que aparecen mas adelante.

Antagonismos de PDGF

En lo que sigue, se divulga una serie de antagonistas de PDGF. Aunque muchos de los antagonistas de PDGF
citados méas adelante no estan referidos en las reivindicaciones, se mantiene referencia aqui a los mismos para
propositos de ilustracion. En general, la inhibicién de PDGF (por ejemplo, PDGF-B) puede lograrse en una variedad
de maneras. Por ejemplo, una variedad de antagonistas de PDGF que inhiben la actividad o producciéon de PDGF
estan disponible y pueden utilizarse en la presente invencion. Antagonistas de PDGF de ejemplo incluyen ligandos
de acidos nucleicos o aptameros de PDGF, tales como descritos mas adelante. Alternativamente, el antagonista de
PDGF puede ser, por ejemplo, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de anti-PDGF. De acuerdo con lo anterior, la
molécula de PDGF se hace inactiva inhibiendo su enlazamiento a un receptor. Las moléculas de &cidos nucleicos
tales como ARN antisentido, ribozimas y moléculas de ARNi que inhiben la expresién de PDGF al nivel del acido
nucleico se divulgan como antagonistas en la invencion. Otros antagonistas de PDGF incluyen péptidos, proteinas,
péptidos ciclicos, o compuestos organicos pequefios. Adicionalmente, la actividad de sefializacion de PDGF puede
ser inhibida por perturbacion de su sefializacién corriente abajo, por ejemplo, utilizando un cierto nimero de
antagonistas inhibidores de tirosina quinasa de molécula pequefia, incluyendo aquellos que se describen mas
adelante. La capacidad de un compuesto 0 agente para servir como un antagonista de PDGF puede determinarse
de acuerdo con los métodos conocidos en la técnica y, adicionalmente, como se establece en, por ejemplo, Dai et
al., (2001) Genes & Dev. 15: 1913 - 25; Zippel, et al., (1989) Eur. J. Cell Biol. 50(2): 428 - 34; y Zwiller et al., (1991)
Oncogene 6: 219 - 21.

Por ejemplo, anticuerpos inhibidores dirigidos contra PDGF son conocidos en la técnica, por ejemplo, aquellos
descritos en las patentes de los Estados Unidos Nos. 5.976.534, 5.833.986, 5.817.310, 5.882.644, 5.662.904,
5.620.687, 5.468.468, y PCT WO 2003/025019. Ademas, la invencién incluye derivados de N-fenil-2-pirimidina-
amina que son antagonistas de PDGF, tales como los divulgados en la Patente de los Estados Unidos No.
5.521.184, asi como en W02003/013541, W02003/078404, W0O2003/099771, W0O2003/015282, y WO2004/ 05282.

Moléculas pequefias que bloguen la accion de PDGF son conocidas en la técnica, por ejemplo, las descritas en las
Patentes de los Estados Unidos Nos. 6,528,526 (inhibidores de tirosina quinasa de PDGFR), 6.524.347 (inhibidores
de tirosina quinasa PDGFR), 6.482.834 (inhibidores de tirosina quinasa PDGFR), 6.472.391 (inhibidores de tirosina
quinasa PDGFR), 6.696.434, 6.331.555, 6.251.905, 6.245.760, 6.207.667, 5.990.141, 5.700.822, 5.618.837 y
5.731.326.

Proteinas y polipéptidos que bloquean la accién de PDGF son conocidos en la técnica, por ejemplo, los descritos en
la Patente de los Estados Unidos No. 6.350.731 (analogos de péptidos de PDGF), 5.952.304.
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Compuestos arilo y heteroarilo bis mono- y biciclicos que inhiben el receptor de tirosina quinasa de EGF y/o PDGF
son conocidos en la técnica, por ejemplo los descritos en, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos Nos.
5.476.851, 5.480.883, 5.656.643, 5.795.889, y 6.057.320.

Oligonucleétidos antisentido para la inhibicion de PDGF son conocidos en la técnica, por ejemplo, los descritos en
las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5.869.462 y 5.821.234.

Aptameros (también conocidos como ligandos de acidos nucleicos) para la inhibicion de PDGF son conocidos en la
técnica, por ejemplo, los descritos en, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos Nos. 6.582.918, 6.229.002,
6.207.816, 5.668.264, 5.674.685, y 5.723.594.

Otros compuestos para la inhibicion de PDGF conocidos en la técnica incluyen los descritos en las Patentes de los
Estados Unidos Nos. 5.238.950, 5.418.135, 5.674.892, 5.693.610, 5.700.822, 5.700.823, 5.728.726, 5.795.910,
5.817.310, 5.872.218, 5.932.580, 5.932.602, 5.958.959, 5.990.141, 6.358.954, 6.537.988 y 6.673.798.

Antagonistas de VEGF

En lo que sigue, se divulga una serie de antagonistas de VEGF. Aunque muchos de los antagonistas de VEGF estan
referidos abajo no estan citados en las reivindicaciones, se mantiene aqui referencia a los mismos para propdsitos
ilustrativos.

La inhibicion de VEGF (por ejemplo, VEGF-A) se logra en una variedad de maneras. Por ejemplo, hay disponible
una variedad de antagonistas de VEGF que inhiben la actividad o produccién de VEGF, incluyendo moléculas de
acidos nucleicos tales como aptameros, ARN antisentido, ribozimas, moléculas de ARNi y anticuerpos de VEGF. Se
usan aptameros en la presente invencion. Los antagonistas de VEGF incluyen ligandos de &cidos nucleicos o
aptameros de VEGF, tales como los descritos mas adelante. Un antagonista para VEGF-A es EYE001 (denominado
previamente como NX1838), el cual es un aptdmero PEGilados modificados que se enlazan con afinidad alta y
especifica a la principal isoforma soluble humana de VEGF (véanse, las Patentes de los Estados Unidos Nos.
6.011.020, 6.051.698, y 6.147.204). El aptdmero se enlaza e inactiva el VEGF de una manera similar a la de un
anticuerpo de alta afinidad hacia VEGF. Otro aptdmero de VEGF es EYEOO1l en su forma no pegilada. Un
antagonista de VEGF tal como es prendido por la invencion puede ser, por ejemplo, un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo anti-VEGF. De acuerdo con lo anterior, la molécula de VEGF se hace inactiva inhibiendo su enlazamiento
a un receptor. Ademas, las moléculas de acido nucleico tales como ARN antisentido, ribozimas y moléculas de ARNi
que inhiben la expresiéon de VEGF o la estabilidad del ARN a nivel nucleico son antagonistas. Otros antagonistas de
VEGF incluyen péptidos, proteinas, péptidos ciclicos y compuestos organicos pequefios. Por ejemplo, las formas
truncadas solubles de VEGF que se enlazan al receptor de VEGF sin actividad de sefializacién concomitante
también sirven como antagonistas. Adicionalmente, la actividad de sefializacion de VEGF puede ser inhibida
perturbando su sefalizacion corriente abajo, por ejemplo, utilizando un cierto nimero de antagonistas que incluyen
moléculas pequefias inhibidoras del receptor de tirosina quinasa de VEGF, tal como se describe en detalle méas
adelante.

La capacidad de un compuesto o agente para servir como antagonista de VEGF puede determinarse de acuerdo
con cualquier numero de métodos estandar bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, una de las actividades
bioldgicas de VEGF es incrementar la permeabilidad vascular a través de enlazamiento especifico a receptores
sobre las células endoteliales vasculares. La interaccion da como resultado la relajacion de las uniones endoteliales
estrechas con una fuga subsecuente de fluido vascular. La fuga vascular inducida por VEGF puede medirse in vivo
siguiendo la fuga del colorante azul de Evans desde la vasculatura de una cobaya como consecuencia de una
inyeccion intradérmica de VEGF (Dvorak et al., in Vascular Permeability Factor/Vascular Endothelial Growth Factor,
Microvascular Hyperpermeability, and Angiogenesis; and (1995) Am. J. Pathol. 146: 1029). De la misma forma, la
prueba puede ser utilizada para mediar la capacidad de un antagonista para bloquear esta actividad bioldgica de
VEGF.

En un ejemplo util de una prueba de permeabilidad vascular, se premezcla VEGFi65 (20 - 30 nM) ex vivo con
EYEOO1 (30 nm a 1 uM) o un antagonista de VEGF candidato y se administra subsecuentemente por inyeccién
intradérmica en la piel afeitada sobre el dorso de cobayas. Treinta minutos después de la inyeccién, se cuantifica la
fuga del colorante azul de Evans alrededor de los sitios de la inyeccion de acuerdo con métodos estadndar mediante
el uso de un sistema de andlisis morfométrico computarizado. Un compuesto que inhibe la fuga inducida por VEGF
del colorante indicador de la vasculatura se toma como un antagonista Util en los métodos y composiciones de la
invencion.

Otro ensayo para determinar si un compuesto es un antagonista de VEGF es la asi denominada prueba de
angiogénesis de la cérnea. En esta prueba, se implantan pellas de polimeros de metacrilato que contienen VEGFis5
(3 pmol) en el estroma de la cérnea de ratas para inducir el crecimiento de vasos sanguineos en coOrnea
normalmente avascular. Se administra entonces un antagonista de VEGF candidato por via intravenosa a las ratas
en dosis de 1 mg/kg, 3 mg/kg y 10 mg/kg bien sea una o dos veces al dia durante 5 dias. Al final del periodo de
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tratamiento, se fotomicrografian las cérneas individuales. El grado hasta el cual se desarrollan nuevos vaso
sanguineos en el tejido de la cdrnea y su inhibicién por los compuestos candidatos, se cuantifican entonces
mediante analisis morfométrico estandarizado de las fotomicrografias. Un compuesto que inhibe la biogénesis
dependiente de VEGF en la cornea cuando se compara con el tratamiento con solucion salina regulada con fosfato
(PBS) se toma como un antagonista (til en los métodos y composiciones de la invencion.

Los antagonistas de VEGF también se identifican utilizando el modelo en ratén de retinopatia de premadurez. En un
ejemplo util, se dejan camadas de 9, 8, 8, 7 y 7 ratones, respectivamente, en aire ambiental o se hacen hiperoxicos y
se tratan intraperitonealmente con solucién salina regulada con fosfato (PBS) o un antagonista de VEGF candidato
(por ejemplo, a 1 mg/kg, 3 mg/kg o 10 mg/kg/dia). El punto final del ensayo, que es el crecimiento de nuevos
capilares a través de la membrana limitante interior de la retina hacia el humor vitreo, se establece entonces
mediante identificacién microscépica y recuento de los vacios neovasculares en 20 secciones histolégicas de cada
ojo de todos los ratones tratados y los de control. Una reduccién en la neovasculatura de la retina en ratones
tratados con respecto al control no tratado se toma como identificacién de un antagonista util de VEGF.

En aun otra prueba de seleccién de ejemplo, los antagonistas de VEGF candidatos se identifican utilizando un
ensayo de xenoinjerto tumoral humano in vivo. En esta prueba de seleccion, se prueba in vivo la eficacia de un
antagonista de VEGF candidato en xenoinjertos de tumores humanos (rabdomiosarcoma A673 y tumor de Wilms)
implantados en ratones desnudos. Los ratones son tratados entonces con los antagonistas de VEGF candidatos (por
ejemplo, 10 mg/kg dados por via intraperitoneal una vez al dia después del desarrollo de tumores establecidos (200
mg)). Los grupos de control son tratados con un agente de control. Los compuestos candidatos identificados como
inhibidores del crecimiento del tumor de rabdomiosarcoma A673 y tumor de Wilms con respecto al control se toman
como antagonistas Utiles en los métodos y composiciones de la invencion.

Métodos adicionales para probar la actividad antagonista de VEGF son conocidos en la técnica y descritos en mayor
detalle méas adelante.

Por ejemplo, los anticuerpos inhibidores dirigidos contra VEGF son conocidos en la técnica, por ejemplo, aquellos
descritos en las Patentes de los Estados Unidos Nos. 6.524.583, 6.451.764 (anticuerpos VRP), 6.448.077,
6.416.758, 6.403.088 (para VEGF-C), 6.383.484 (para VEGF-D), 6.342.221 (anticuerpos anti-VEGF), 6.342.219,
6.331.301 (anticuerpos VEGF-B), y 5.730.977, y la publicacién PCT WO 96/30046, WO 97/44453, y WO 98/45331.

Los anticuerpos de los receptores VEGF son también conocidos en la técnica, tales como los descritos por ejemplo
en las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5.840.301, 5.874.542, 5.955.311, 6.365,157, y la publicacion PCT WO
04/003211.

Pequefias moléculas que bloguean la acciéon de VEGF, por ejemplo, inhibiendo una actividad de tirosina quinasa
asociada con VEGFR, son conocidos en la técnica, por ejemplo, los descritos en las Patentes de los Estados Unidos
Nos. 6.514.971, 6.448.277, 6.414.148, 6.362.336, 6.291.455, 6.284.751, 6.177.401, 6.071.921, y 6.001.885
(inhibidores retinoides en la expresion de VEGF).

Proteinas y polipéptidos que bloquean la accién de VEGF son conocidos en la técnica, por ejemplo, aquellos
descritos en las Patentes de los Estados Unidos Nos. 6.576.608, 6.559.126, 6.541.008, 6.515.105, 6.383.486
(receptor sefiuelo de VEGF), 6.375.929 (receptor sefiuelo de VEGF), 6.361.946 (inhibidores anélogos de péptidos
de VEGF), 6.348.333 (receptor sefiuelo de VEGF), 6.559.126 (polipéptidos que enlazan VEGF y bloquean el
enlazamiento a VEGFR), 6.100.071 (receptor sefiuelo de VEGF), y 5.952.199.

Acidos nucleicos de interferencia cortos (siNA), ARN de interferencia corto (ARNsi), ARN de cadena doble (ARNdSs),
microARN (ARNmi) y ARN de horquilla corto (ARNsh) capaces de mediar el ARN de interferencia (ARNi) contra la
expresion genética y/o la actividad de VEGF y/o VEGFR son conocidos en la técnica, por ejemplo, como se divulga
en la publicacion PCT W003/074910.

Los oligonucleétidos antisentido para la inhibicién del VEGF son conocidos en la técnica, por ejemplo, los descritos,
por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5.611.135, 5.814.620, 6.399.586, 6.410.322, y 6.291.667.

Aptameros (también conocidos como ligandos de acidos nucleicos) para la inhibicion de VEGF son conocidos en la
técnica por ejemplo, aquellos descritos en por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos Nos. 6.762.290,
6.426.335, 6.168.778, 6.051.698 y 5.859.228.

Anticuerpos antagonistas

La invencién incluye anticuerpos antagonistas dirigidos contra PDGF y VEGF asi como sus receptores cognatos
PDGFR y VEGFR. Los anticuerpos antagonistas de la invencién bloquean el enlazamiento de un ligando con su
receptor cognato. De acuerdo con lo anterior, un anticuerpo antagonista de PDGF de la invencién incluye
anticuerpos dirigidos contra un objetivo PDGF asi como un objetivo PDGFR.
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Los anticuerpos antagonistas de la invencion incluyen anticuerpos inhibidores monoclonales. Anticuerpos
monoclonales, o fragmentos de los mismos, abarcan todos las clases de inmunoglobulinas tales como IgM, 1gG, IgD,
IgE, IgA o sus subclases, tales como en las subclases IgG o mezclas de los mismos. La IgG y sus subclases son
utiles, tales como 1gG1, 19G2, 19G2a, 19Gab, 1gGs 0 1gGwm. Los subtipos de 19G 19Gikappa Y 10G2b/kappa SON incluidos
como realizaciones utiles. Los fragmentos que pueden ser mencionados son todos fragmentos de anticuerpos
truncados o modificados con uno o dos sitios de enlazamiento complementarios del antigeno los cuales muestran
alta actividad de enlazamiento y neutralizaciéon hacia PDGF o VEGF de mamiferos (0 sus receptores cognatos),
tales como las partes de anticuerpos que tienen un sitio de enlazamiento que corresponde con el anticuerpo y se
forman mediante cadenas ligeras o pesadas, tales como fragmentos Fv, Fav o F(ab’),, o fragmentos individuales de
cadenas. Fragmentos de cadena doble truncados tales como Fv, Fav o F(ab’); son particularmente Utiles. Estos
fragmentos pueden obtenerse, por ejemplo, por medios enzimaticos eliminando la parte Fc del anticuerpo con
enzimas tales como papaina o pepsina, por oxidacién quimica o por manipulacion genética de los anticuerpos.
También es posible y ventajoso utilizar fragmentos genéticamente manipulados no truncados. Los anticuerpos anti-
PDGF o VEGF de los mismos pueden utilizarse solos o en mezclas.

Los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, mezclas o derivados de los mismos novedosos tienen ventajosamente
una afinidad de enlazamiento por PDGF o VEGF (0 sus receptores cognatos) en un rango de 1x10” M a 1x10™*M, o
desde 1x10®M a 1x10™ M, o desde 1x10° M a 5x10™° M.

Los genes de anticuerpos para la manipulaciones genéticas pueden aislarse, por ejemplo, a partir de células de
hibridoma, de una manera conocida para el operario experimentado. Para este propésito, se cultivan células
productoras de anticuerpo y, cuando la necesidad éptica de las células es suficiente, se aisla el ARNm de las células
de manera conocida sometiendo las células a lisis con tiocianato de guanidinio acidificando con acetato de sodio,
extrayendo con fenol, cloroformo/alcohol isoamilico, precipitando con isopropanol y lavando con etanol. Se sintetiza
entonces el ADNc a partir del ARNm utilizando transcriptasa reversa. El ADNc sintetizado puede ser insertado,
directamente o después de la manipulacion genética, por ejemplo, mediante mutagénesis dirigida al sitio,
introduccion de inserciones, inversiones, supresiones o intercambios de bases, en vectores adecuados, animales,
fungicos, bacterianos o virales, y pueden expresarse en organismos huésped apropiados. Vectores bacterianos o de
levadura utiles son pBR322, pUC18/19, pACY184, lambda o mu de levaduras para la clonaciéon de los genes y la
expresion en bacterias tales como E. coli o levaduras tales como Saccharomyces cerevisiae.

Las células que sintetizan anticuerpos de PDGF o VEGF incluyen células animales, fungicas, bacterianas o células
de levaduras después de la transformacion tal como se menciond anteriormente. Son ventajosamente células de
hibridoma o células de trioma, tipicamente células de hibridoma. Estas células de hibridoma pueden ser producidas,
por ejemplo, de una manera conocida a partir de animales inmunizados con PDGF o VEGF (0 sus receptores
cognatos) por aislamiento de sus células B productoras de anticuerpos, seleccionando estas células para
anticuerpos enlazantes a PDGF o VEGF y fusionando subsecuentemente estas células, por ejemplo, con células
humanas o animales, por ejemplo, células de mieloma de ratén, células linfoblastoides humanas o células de
heterohibridoma (véase, por ejemplo, Koehler et al., (1975) Nature 256: 496) o infectando estas células con virus
apropiados para producir lineas celulares inmortalizadas. Las lineas celulares de hibridomas producidas por fusién
son Utiles y las lineas celulares de hibridoma de ratén son particularmente (tiles. Las lineas celulares de hibridoma
de la invencién secretan anticuerpos Utiles de tipo 1gG. Los anticuerpos mAb de la invencion se enlazan con alta
afinidad y reducen o neutralizan la actividad biologica (por ejemplo angiogénica) de PDGF o VEGF.

La invencion incluye adicionalmente derivados de estos anticuerpos anti-PDGF o VEGF los cuales mantienen su
actividad inhibidora de PDGF o VEGF mientras que alteran una o mas propiedades relacionadas con su uso como
agente farmacéutico, por ejemplo, estabilidad en suelo o eficiencia de produccion. Ejemplo de tales derivados de
anticuerpos anti-PDGF o VEGF incluyen péptidos, peptidomiméticos derivados de las regiones enlazantes a los
antigenos de los anticuerpos, y anticuerpos, fragmentos de anticuerpos o péptidos enlazados a portadores sélidos o
liquidos tales como polietilenglicol, vidrio, polimeros sintéticos tales como poliacrilamida, poliestireno, polipropileno,
polietileno o polimeros naturales tales como celulosa, sefarosa o agarosa, o conjugados con enzimas, toxinas o
. . . . 3., 123, 125, 131, 32y 35o 14~ 51 36 57 55 59 90
marcadores radioactivos o no radioactivos tales como “H ~I, =1, =7, *°P, *°S, *°C, *"Cr, *°Cl, >'Co »Fe, " Fe Y,
®mre. "se, o anticuerpos, fragmentos o0 péptidos enlazados covalentemente a marcadores
fluorescentes/quimioluminiscentes tales como rodamina, fluoresceina, isotiocianato, ficoelitrina, ficocianina,
fluorescamina, quelatos metalicos, avidina, estreptavidina o biotina.

Los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, mezclas y derivados de los mismos novedosos pueden utilizarse
directamente, después de secado, por ejemplo por liofilizaciéon, después de unién a portadores antes mencionados o
después de la formulacion con otras sustancias farmacéuticamente activas y auxiliares para producir preparaciones
farmacéuticas. Ejemplos de sustancias activas y auxiliares que pueden ser mencionados son otros anticuerpos,
sustancias antimicrobianas activas tales como sustancias con accién microbicida o microbioestéatica tales como
antibiéticos en general o sulfonamidas, agentes antitumorales, agua, reguladores, soluciones salinas, alcoholes,
grasas, ceras, vehiculos inertes u otras sustancias habituales para productos parenterales, tales como aminoéacidos,
espesantes o azucares. Estas preparaciones farmacéuticas se utilizan para controlar enfermedades y son Utiles para
controlar trastornos y enfermedades neovasculares oculares incluyendo AMD y retinopatia diabética.
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Los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, mezclas o derivados de los mismos pueden ser usados en terapia o
diagndstico directamente o después de acoplamiento con portadores sélidos o liquidos, enzimas, toxinas,
marcadores radioactivos o no radioactivos o marcadores fluorescentes/quimioluminiscentes tal como se describié
anteriormente.

Los anticuerpos monoclonales humanos de PDGF o VEGF de la presente invenciéon pueden obtener por cualquier
medio conocido en la técnica. Por ejemplo, un mamifero es inmunizado con PDGF o VEGF humano (o sus
receptores cognatos). Los PDGF y VEGF humanos purificados estan disponibles comercialmente (por ejemplo, en
Cell Sciences, Norwood, MA, asi como otros proveedores comerciales). Alternativamente, los PDGF o VEGF
humanos (o sus receptores cognatos) pueden purificarse faciimente a partir de tejido de placenta humana. El
mamifero utilizado para cultivar anticuerpos antihumanos PDGF o VEGF no esta restringido y puede ser un primate,
un roedor (tal como un ratén, rata o conejo), un bovino, oveja, cabra o perro.

A continuacion las células productoras de anticuerpos tales como células del bazo son retiradas del animal
inmunizado y son fusionadas con células de mieloma. Las células de mieloma son bien conocidas en la técnica (por
ejemplo pueden usarse células p3x63-Agd-653, NS-0, NS-1 o P3U1). La operacion de fusion celular puede llevarse
a cabo por cualquier método convencional conocido en la técnica.

Las células, después de ser sometidas a la operacion de fusion celular son cultivadas entonces en el medio de
seleccion HAT de tal manera que se seleccionen los hibridomas. Los hibridomas que producen los anticuerpos
monoclonales antihumanos son seleccionados entonces. Esta seleccién puede llevarse a cabo, mediante por
ejemplo, ensayo inmunoabsorbente enlazado con enzima en sandwich (ELISA) o similares, en los cuales los
anticuerpos monoclonales producidos son enlazados a los pozos en los cuales se han inmovilizado PDGF o VEGF
(o sus receptores cognatos) humanos. En este caso, como anticuerpo secundario, el anticuerpo especifico para la
inmunoglobulina del animal inmunizado, que est4d marcado con una enzima tal como peroxidasa, fosfatasa alcalina,
glucosaoxidasa, beta-D-galactosidasa, o similares, puede emplearse. El marcador puede ser detectado haciendo
reaccionar la enzima de marcacion con su sustrato y midiendo el color generado. Como sustrato pueden producirse
3,3-diaminobenzidina, 2,2-diaminobis-o-dianisidina, 4-cloronaftol, 4-aminoantipirina, o-fenilendiamina o similares.

Mediante la operacién antes descrita, pueden seleccionarse hibridomas que producen anticuerpos PGDF o VEGF
antihumanos. Los hibridomas seleccionados son clonados entonces por el método de dilucion limitante convencional
0 método de agar blando. Si se desea, los hibridomas clonados pueden ser cultivados a gran escala utilizando un
medio que contiene suero o un medio libre de suero, o pueden inocularse en la cavidad abdominal de ratones y
recuperarse a partir de los ascitas, con lo cual puede obtenerse un gran nimero de los hibridomas clonados.

De entre los anticuerpos monoclonales PDGF o VEGF antihumanos seleccionados, se escogen entonces aquellos
que tienen una capacidad de prevenir el enlazamiento y activacién del correspondiente par ligando/receptor (por
ejemplo en un sistema de ensayo de PDGF o VEGF basado en células (véase mas arriba)), para analisis y
manipulacion posterior. Si el anticuerpo bloquea el enlazamiento receptor/ligando y/o la activacién, significa que el
anticuerpo monoclonal probado tiene una capacidad de reducir o neutralizar la actividad de PDGF o VEGF de los
PDGF o VEGF humanos. Esto es, el anticuerpo monoclonal reconoce y/o interfiere especificamente con el sitio de
enlazamiento critico del PDGF o VEGF humano (o sus receptores cognatos).

Los anticuerpos monoclonales aqui incluyen adicionalmente anticuerpos hibridos y recombinantes producidos por la
division de un dominio variables (incluyendo uno hipervariable) de un anticuerpo anti-PDGF o VEGF con un dominio
constante (por ejemplo, anticuerpos “humanizados”), o una cadena ligera con una cadena pesada, o una cadena de
una especie con una cadena de otra especie, o fusiones con proteinas heterdlogas, independientemente del origen
o de la designacion de clase o subclase de inmunoglobulina, asi como de fragmentos de anticuerpos [por ejemplo,
Fab, F(ab),, y Fv], en tanto exhiban la actividad biolégica deseada. [Véase, por ejemplo, la Patente de los Estados
Unidos No. 4.816.567 y Mage & Lamoyi, in Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp.79 - 97
(Marcel Dekker, Inc.), New York (1987)].

Asi, el término “monoclonal” indica que el caracter del anticuerpo obtenido es de una poblacion sustancialmente
homogénea de anticuerpos, y no debe considerarse como que requiere la produccion de anticuerpos por cualquier
método particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales que van a ser usados de acuerdo con la presente
invencion pueden hacerse por el método del hibridoma a partir de bibliotecas de fagos generadas utilizando las
técnicas descritas por McCafferty et al., Nature 348: 552 - 554 (1990), por ejemplo.

Formas “humanizadas” de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinicos) son inmunoglobulinas quiméricas
especificas, cadenas de inmunoglobulinas o fragmentos de las mismas (tales como Fv, Fab, Fab’, F(ab). u otras
subsecuencias de anticuerpos enlazantes a antigenos) que contienen una secuencia minima derivada de
inmunoglobulina no humana. Para la mayor parte, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas
(anticuerpo receptor) en el cual los residuos de las regiones determinantes complementarias (CDR) del anticuerpo
receptor son reemplazados por residuos de las CDR de una especie no humana (anticuerpo donante) tal como un
raton, rata o conejo que tiene la especificidad, afinidad y capacidad deseada. En algunos casos, los residuos de la
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region marco Fv (FR) de la inmunoglobulina humana son reemplazados por residuos FR no humanos
correspondientes. Adicionalmente, el anticuerpo humanizado puede comprender residuos que no se encuentran en
el anticuerpo receptor ni en las secuencias importadas CDR o FR. Estas modificaciones se hacen para refinar y
optimizar adicionalmente el rendimiento de los anticuerpos. En general, el anticuerpo humanizado comprendera
sustancialmente al menos uno, y tipicamente dos, dominios variables, los cuales todas o sustancialmente todas las
regiones CDR corresponden a las de una inmunoglobulina no humana y todos o sustancialmente todos los residuos
de FR son aquellos de una secuencia de consenso de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado
Optimamente comprendera al menos una porcién de una regién constante de inmunoglobulina (Fc), tipicamente la
de una inmunoglobulina humana.

Los métodos para humanizar anticuerpos no humanos son bien conocidos en la técnica. En general, un anticuerpo
humanizado tiene uno o mas residuos de aminoacidos introducidos en el mismo a partir de una fuente que es no
humana. Estos residuos de aminoacidos no humanos se denominan frecuentemente como residuos “importados”
que son tomados tipicamente de un dominio variable “importado”. La humanizacién puede ser ejecutada
esencialmente siguiendo el método de Winter y colaboradores (Jones et al., (1986) Nature 321: 522 - 525;
Riechmann et al., (1988) Nature 332: 323 - 327; y Verhoeyen et al., (1988) Science 239: 1534 - 1536), sustituyendo
las secuencias de CDRs o CDR de roedores por las correspondientes secuencias en anticuerpo humano. De
acuerdo con lo anterior, tales anticuerpos “humanizados” son anticuerpos quiméricos, en donde sustancialmente
menos de un dominio variable humano intacto ha sido sustituido por la secuencia correspondiente de una especie no
humana. En la practica, los anticuerpos humanizados son tipicamente anticuerpos humanos, los cuales algunos
residuos de CDR y posiblemente algunos residuos de FR son sustituidos por residuos de sitios analogos en
anticuerpos de roedores.

La seleccion de dominios variables humanos, tanto ligeros como pesados, para ser usados en la marcacion de los
anticuerpos humanizados es muy importante para reducir la antigenicidad. De acuerdo con el asi llamado método de
“mejor ajuste” la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de roedor es seleccionada contra la biblioteca
completa de las secuencias de dominios variables humanos. La secuencia humana que es mas cercana a la de los
roedores es aceptada entonces como el marco humano (FR) para el anticuerpo humanizado (Sims et al., (1993) J.
Immunol., 151: 2296; y Chothia and Lesk (1987) J. Mol. Biol., 196: 901). Otro método utiliza un marco particular
derivado de la secuencia de consenso de todos los anticuerpos humanos de un subgrupo particular de cadenas
livianas o pesadas. El mismo marco puede ser utilizado para varios diferentes anticuerpos humanizados (Carter et
al., (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 89: 4285; y Presta et al., (1993) J. Immnol., 151: 2623).

Es importante adicionalmente que los anticuerpos sean humanizados con retencion de alta afinidad para el antigeno
y otras propiedades bioldgicas favorables. Para alcanzar esta meta de acuerdo con un método Util, los anticuerpos
humanizados se preparan por un proceso de andlisis de las secuencias progenitoras y diversos productos
conceptuales humanizados utilizando modelos tridimensionales de secuencias progenitoras y humanizadas. Son
comunmente disponibles modelos de inmunoglobulina tridimensionales y son familiares para las personas
experimentadas en la técnica. Hay disponibles programas de ordenador que ilustran y despliegan estructuras
conformacionales tridimensionales probables de secuencias de inmunoglobulina candidatas seleccionadas. La
inspeccion de estos despliegues permiten andlisis del papel probable de los residuos del funcionamiento de la
secuencia de inmunoglobulina candidata, esto es, el andlisis de residuos que influyen en la capacidad de la
inmunoglobulina candidata para enlazarse a su antigeno. De esta manera, pueden seleccionarse y combinarse los
residuos de FR a partir de las secuencias de consenso e importadas de tal manera que se alcanzan las
caracteristicas deseadas del anticuerpo, tales como una afinidad incrementada por el antigeno objetivo. En general,
los residuos de CDR estan directa y lo mas sustancialmente involucrados en la influencia del enlazamiento al
antigeno.

En la invencién también se incluyen los anticuerpos monoclonales humanos dirigidos contra PDGF o VEGF. Tales
anticuerpos pueden hacerse mediante el método del hibridoma. El mieloma humano y las lineas celulares de
heteromieloma ratén-humano para la produccién de anticuerpos monoclonales han sido descritos, por ejemplo por
Kozbor (1984) J. Immunol., 133, 3001; Brodeur, et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications
pp. 51 - 63 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987); y Boerner et al., (1991) J. Immunol., 147: 86 - 95.

Es posible ahora producir animales transgénicos (por ejemplo ratones) que son capaces, por inmunizacion de
producir un repertorio completo de anticuerpos humanos en ausencia de produccion de inmunoglobulina enddgena.
Por ejemplo, se ha descrito que la supresion homocigética del gen de la region de unién de cadena pesada del
anticuerpo (Ju) en ratones quiméricos y mutantes de linea germinal da como resultado una inhibicién completa de la
produccién de anticuerpos enddgenos. La transferencia del gen de inmunoglobulina de linea germinal humana
dispuesto en ratones mutantes de linea germinal dara como resultado la produccién de anticuerpos humanos por
desafio de antigenos (véase, por ejemplo, Jakobovits et al.,, (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 90: 2551,
Jakobovits et al., (1993) Nature, 362: 255 - 258; y Bruggermann et al., (1993) Year in Immuno., 7: 33).

Alternativamente, puede utilizarse la tecnologia de despliegue de fagos (Mc- Cafferty et al., (1990) Nature, 348: 552 -
553) para producir anticuerpos y fragmentos de anticuepos humanos in vitro, a partir de repertorios de genes de
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dominio variable (V) de inmunoglobulina a partir de donantes no inmunizados (para una revision véase, por ejemplo,
Johnson et al., (1993) Current Opinion in Structural Biology, 3: 564 - 571). Pueden usarse varias fuentes de
segmentos de gen V para el despliegue de fagos. Por ejemplo, Clackson et al., ((1991) Nature, 352: 624 - 628)
aislaron una disposicién diversa de anticuerpo antioxazolona a partir de una biblioteca combinacional aleatoria
pequefia de genes V derivados de los bazos de ratones inmunizados. Un repertorio de genes V a partir de donantes
humanos inmunizados puede ser construido y pueden aislarse los anticuerpos hasta una disposicién diversa de
antigenos (incluyendo autoantigenos) esencialmente siguiendo las técnicas descritas por Marks et al., ((1991) J.
Mol. Biol., 222: 581 - 597, o Griffith et al., (1993) EMBO J., 12: 725 - 734).

En una respuesta inmune natural, los genes de anticuerpos acumulan mutaciones a una alta velocidad
(hipermutacion somatica). Algunos de los cambios introducidos conferian afinidad mayor, y las células V que
despliegan inmunoglobulina de superficie de alta afinidad son replicadas y diferenciadas preferencialmente durante
el desafio de antigenos subsecuente. Este proceso natural puede ser imitado empleando la técnica conocida como
“barajado de cadena” (véase Marks et al., (1992) Bio. Technol., 10: 779 - 783). En este método, la afinidad de
anticuerpos humanos “primario” obtenidos por despliegue de fagos puede mejorarse reemplazando los genes de la
region de cadenas pesadas y livianas V con repertorios de variantes de origen natural (repertorios) de genes del
dominio V obtenido a partir de donantes no inmunizados. Esta técnica permite la produccion de anticuerpos y de
fragmentos de anticuerpos con afinidades en el rango de nM. Una estrategia para hacer repertorios de anticuerpos
de fagos muy grandes ha sido descrita por Waterhouse et al., ((1993) Nucl. Acids Res., 21: 2265 - 2266).

El barajado de gen también puede ser usado para derivar anticuerpos humanos a partir d anticuerpos de roedores,
en donde el anticuerpo humano tiene afinidades y especificidades similares al anticuerpo del roedor de partida. De
acuerdo con este método, el cual también se denomina como “grabacion del epitopo”, el gen del dominio V de
cadena pesada o liviana de anticuerpos de roedores obtenido por técnica de despliegue de fagos es reemplazado
con un repertorio de genes de dominio V humanos, creando quimeras roedor-humano. La seleccion del antigeno da
como resultado el aislamiento de un dominio humano variable capaz de restaurar un sitio de enlazamiento al
antigeno funcional, esto es, el epitopo gobierna (graba) la seleccion del asociado. Cuando el proceso se repite con
el fin de reemplazar el dominio V de roedor restante, se obtiene un anticuerpo humano (véase PCT W093/06213,
publicado el 1 de Abril de 1993). A diferencia de la humanizacién tradicional de anticuerpos de roedores por injertos
de CDR, esta técnica provee anticuerpos completamente humanos, los cuales no tienen marco o residuos de CDR
de origen en roedores.

Aptameros antagonistas

La presente invencion se refiere en las reivindicaciones a aptdmeros especificos anti-PDGF los cuales se utilizan en
tratamiento de combinacién con un antagonista de VEGF. Los que sigue es una divulgacion general de los
aptameros anti-PDGF y anti-VEGF para propésitos ilustrativos.

La invencion provee antagonistas aptameros dirigidos contra PDGF y/o VEGF (o sus receptores cognatos). Los
aptameros, también conocidos como ligandos de acidos nucleico, son acidos nucleicos de origen no natural que se
enlazan a y, en general, antagonizan (esto es inhiben) con un objetivo preseleccionado.

Los aptameros pueden hacerse por cualquier método conocido para la produccion de oligémeros u oligonucledtidos.
Se conocen muchos métodos de sintesis en la técnica. Por ejemplo, polimeros modificados con 2’-O-alilo que
contienen ribonucleétidos de purina residuales, y portan un extremo 3’ adecuado tal como un residuo de timidina
invertido (Ortigao et al., Antisense Research and Development 2: 129 - 146 (1992)) o dos enlaces fosforotioato en el
extremo 3’ para evitar la degradacion eventual por 3’-hexonucleasas, que pueden ser sintetizados por quimica en
fase sélida de beta cianoetil fosforamidita (Sinha et al., Nucleic Acids Res., 12: 4539 - 4557 (1984)) o cualquier
sintetizador de ADN/ARN comercialmente disponible. Un método es la estrategia de proteccion con 2’-O-
tertbutildimetilsilil (TBDMS) para los ribonucleétidos (Usman et al., J. Am. Chem. Soc., 109: 7845 - 7854 (1987)), y
todas las 3-O-fosforamiditas requeridas estan disponibles comercialmente. Ademas, puede utilizarse
aminometilpoliestireno como material de soporte debido a sus propiedades ventajosas (McCollum and Andrus (1991)
Tetrahedron Lett., 32: 4069 - 4072). Puede agregarse fluoresceina al extremo 5’ de un ARN de sustrato durante la
sintesis utilizando fosforamiditas de fluoresceina disponibles comercialmente. En general, puede sintetizarse un
oligbmero aptamero utilizando un ciclo de ARN estandar. Al terminar el ensamblaje, todos los grupos protectores
basicos labiles son eliminados por un tratamiento durante 8 horas a 45°C con amoniaco acuoso/etanol concentrado
(3:1 v/v) en un vial cerrado. El etanol suprime la eliminacién prematura de los grupos 2’-O-TBDMS que de otra
manera llevarian a una escision apreciable de la cadena y las posiciones de los ribonucleétidos resultantes bajo las
condiciones basicas de la desproteccion (Usman et al., J. Am. Chem. Soc., 109: 7845 - 7854). Después de la
liofilizacion, el oligémero protegido con TBDMS es tratado con una mezcla de trihidrofloruro de
trietilamina/trietilamina/N-metilpirrolidinona durante 2 horas a 60°C para producir una eliminacion rapida y eficiente
de los grupos sililo protectores condiciones neutras (véase Wincott et al., (1995) Nucleic Acids Res., 23: 2677 -
2684). El oligobmero completamente desprotegido puede ser precipitado con butanol de acuerdo con el
procedimiento de Cathala y Brunel ((1990) Nucleic Acids Res., 18: 201). La purificacion puede llevarse a cabo bien
sea por electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante o mediante una combinacién de HPLC con
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intercambio de iones (Sproat et al., (1995) Nucleosides and Nucleotides, 14: 255 - 273) y HPLC en fase reversa.
Para utilizacion en células, los oligdmeros sintetizados son convertidos en sus sales de sodio por precipitacion con
perclorato de sodio en acetona. Pueden eliminarse entonces trazas de sales residuales utilizando columnas de
filtracion en gel desechables pequefias que son comercialmente disponibles. Como etapa final puede verificarse la
autenticidad de los oligdmeros aislados por espectrometria de masas con desorciéon por laser asistida en matriz
(Pieles et al., (1993) Nucleic Acids Res., 21: 3191 - 3196) y por analisis de composicién de las bases de nucledsidos.

Los aptameros divulgados también pueden ser producidos a través de métodos enzimaticos, cuando las
subunidades de nuclettidos estan disponibles para manipulaciéon enzimatica. Por ejemplo, las moléculas de ARN
pueden hacerse a través de reacciones de polimerasa de ARN T7 in vitro. También pueden hacerse mediante cepas
de bacterias o lineas celulares que expresan T7, y luego aislarse subsecuentemente a partir de estas células. Como
se discute mas adelante, los aptameros divulgados también pueden ser expresados en células directamente
utilizando vectores y promotores.

Los aptdmeros, al igual que otras moléculas de acidos nucleicos, pueden contener adicionalmente nucleétidos
modificados. Un asunto que debe atenderse en el uso diagndstico terapéutico de los &cidos nucleicos es la
degradacion rapida y potencial de oligonucledtidos en su forma fosfodiéster en fluidos corporales por enzimas
intracelulares y extracelulares tales como endonucleasas y exonucleasas antes de que se manifieste el efecto
deseado. Ciertas modificaciones quimicas del ligando de &cido nucleico pueden hacerse incrementar en cuanto a la
estabilidad in vivo del ligando de acido nucleico o potencial 0 mediar la liberaciéon del ligando de acido nucleico
(véase, por ejemplo, la solicitud de Patente de los Estados Unidos No. 5.660.985, titulada “ligandos de acidos
nucleicos de alta afinidad que contienen nucleétidos modificados”).

Las modificaciones de los ligandos de &cidos nucleicos pueden incluir pero no limitarse a, aquellas que proveen
otros grupos quimicos que incorporan carga adicional, polarizabilidad, y hidrofobicidad, puentes de hidrogeno,
interaccion electroestatica y fluxionalidad a las bases ligandos de &cidos nucleicos o al ligando &cido nucleico como
un todo. Tales modificaciones incluyen, pero no se limitan a modificaciones en azlcares en la posicién 2’,
modificaciones en piridina en la posicion 5, modificaciones de purina en posicion 8, modificaciones en las aminas
hexociclicas, sustitucion de 4-tiouridina, sustitucion de 5-bromo o 5-yodo-uracilo; modificaciones del esqueleto,
modificaciones en fosforotiolato o alquilfosfato, metilaciones, combinaciones de apareamiento de bases inusuales
tales como las isobases isocitidina e isoguanidina y similares. En las modificaciones también incluyen modificaciones
3’ y 5’ tales como cubrimiento o modificacién con unidades estructurales azucar. En algunas realizaciones de la
presente invencion, los ligandos de acido nucleico son moléculas ARN que son modificadas mediante 2’-fluoro (2’-F)
sobre la unidad estructural azticar de los residuos de piridina.

La estabilidad del aptdmero puede incrementarse grandemente mediante la introduccién de tales modificaciones
también por modificaciones y sustituciones a lo largo del esqueleto fosfato del ARN. Ademas, puede hacerse una
variedad de modificaciones sobre las nucleobases mismas las cuales inhiben la degradacién y también pueden
incrementar las interacciones con nucleétidos deseadas o disminuir las interacciones no deseadas con nucleotidos.
De acuerdo con lo anterior, una vez que la secuencia de un aptamero es conocida, pueden hacerse modificaciones
0 sustituciones por los procedimientos sintéticos descritos mas abajo por otros procedimientos conocidos para los
experimentados en la técnica.

Otras modificaciones incluyen la incorporacion de bases modificadas (o nucledsidos modificados o nucledtidos
modificados) que son variaciones de bases estandar, azlUcares y/o estructuras quimicas con esqueleto de fosfato
que se presentan en los acidos ribonucleico (esto es, A, C, G y U) y desoxirribonucléico (esto es, A, C, Gy T). Se
incluyen dentro de estos por ejemplo: Gm (acido 2’-metoxiguanilico), Am (acido 2’-metoxiadenilico), Cf (acido 2’-
fluorocitidilico), Uf (acido 2’-fluorouridilico), Ar (acido riboadenilico). Los aptameros también pueden incluir citosina o
cualquier base relacionada con la citosina incluyendo 5-metilcitosina, 4-acetilcitosina, 3-metil-citosina, 5-hidroximetil
citosina, 2-tiocitosina, 5-halocitosina (e.g., 5-fluorocitosina, 5-bromocitosina, 5-clorocitosina, y 5-yodocitosina), 5-
propinil citosina, 6-azocitosina, 5-trifluorometilcitosina, N4, N4-etanocitosina, fenoxazina citidina, fenotiazina citidina,
carbazol citidina o piridoindol citidina. El aptdmero puede incluir adicionalmente guanina o cualquier base
relacionada con la guanina incluyendo 6-metilguanina, 1l-metilguanina, 2,2-dimetilguanina, 2-metilguanina, 7-
metilguanina, 2-propilguanina, 6-propilguanina, 8-haloguanina (e.g., 8-fluoroguanina, 8-bromoguanina, 8-
cloroguanina, y 8-yodoguanina), 8-aminoguanina, 8-sutmidrilguanina, 8-tioalquilguanina, 8-hidroxilguanina, 7-
metilguanina, 8-azaguanina, 7-deazaguanina o 3-deazaguanina. El aptdmero aun puede incluir adicionalmente
adenina o cualquier base relacionada con la adenina incluyendo 6-metiladenina, N6-isopenteniladenina, N6-
metiladenina, 1-metiladenina, 2-metiladenina, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina, 8-haloadenina (e.g., 8-fluoroadenina,
8-bromoadenina, 8-cloroadenina, y 8-yodoadenina), 8-aminoadenina, 8-sulfhidriladenina, 8-tioalquiladenina, 8-
hidroxiladenina, 7-metiladenina, 2-haloadenina (e.g., 2-fluoroadenina, 2-bromoadenina, 2-cloro-adenina, y 2-
yodoadenina), 2-aminoadenina, 8-azaadenina, 7-deazaadenina o 3-deazaadenina. También se incluyen uracilo o
cualquier base relacionada con el uracilo, incluyendo 5-halouracilo (e.g., 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-
clorouracilo, 5-yodouracilo), 5-(carboxihidroxilmetil)uracilo, 5-carboximetilaminometil-2-tiouracilo, 5-carboximetil-
aminometiluracilo, dihidrouracilo, 1-metilpseudouracilo, 5-metoxiaminometil-2-tiouracilo, 5-
metoxicarbonilmetiluracilo, 5-metoxiuracilo, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo, acido uracil-5-
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oxyacético metiléster, acido uracil-5-oxiacético, pseudouracilo, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 3-(3-amino-3-N-2-
carboxipropil)uracilo, 5-metilaminometiluracilo, 5-propinil uracilo, 6-azouracilo, o 4-tiouracilo.

Ejemplos de variantes de otras variantes de base modificadas conocidos en la técnica, sin limitacion, incluyen las
listadas en 37 C.F.R 8 1822 (p) 4-acetilcitidina, 5-(carboxihidroxilmetil) uridina, 2’-metoxicitidina, 5-
carboximetilaminometil-2-tiouridina, 5-carboximetilaminometiluridina, dihidrouridina, 2’-O-metilpseudouridina, b-D-
galactosilqueosina, inosina, N6-isopen teniladenosina, 1-metiladenosina, 1-metilpseudouridina, 1-metilguanosina, 1-
metilinosina, 2,2-dimetilguanosina, 2-metiladenosina, 2-metilguanosina, 3-metilcitidina, 5-metiloitidina, N6-
metiladenosina, 7-metilguanosina, 5-metilaminometiluridina, 5-metoxiaminometil-2-tiouridina, b-D-manosilqueosina,
5-metoxicarbonilmetiluridina, 5-metoxiuridina, 2-metiltio-N6-isopenteniladenosina, N-((9-b-D- ribofuranosil-2-
metiltiopurina-6-il)carbamoil)treonina, N-((9-b-D-ribofuranosilpurina-6-il)N-metil-carbamoil)treonina, acido uridin-5-
oxicético metil éster, acido uridin-5-oxiacético (v), wybutoxosina, pseudouridina, queosina, 2-tiocitidina, 5-metil-2-
tiouridina, 2-tiouridina, 4-tiouridina, 5-metiluridina, N-((9-b-D-ribofuranosilpurine-6-il)carbamoil)treonina, 2’-O-metil-5-
metiluridina, 2’-O-metiluridina, wybutosina, 3-(3-amino-3-carboxipropil)uridina.

También se incluyen las nucleobases modificadas descritas en las Patentes de los Estados Unidos Nos. 3.687.808,
4.845.205, 5.130.302, 5.134.066, 5.175.273, 5.367.066, 5.432.272, 5.457.187, 5.459.255, 5.484.908, 5.502.177,
5.525.711, 5.552.540, 5.587.469, 5.594.121, 5.596.091, 5.614.617, 5.645.985, 5.830.653, 5.763.588, 6.005.096, y
5.681.941. Ejemplos de variantes de esqueletos de azlcares de nucledsidos y nucleétidos conocidos en la técnica
incluyen, sin limitacion los que tienen sustituyentes por ejemplo 2’ ribosilo tales como F, SH, SCH3, OCN, ClI, Br, CN,
CF3, OCF3, SOCH3, SO2, CH3, ON02, NO2, N3, NH2, OCH2CH20CH3, O(CH2)20N(CH3)2, OCH20CH2N
(CH3)2, O(C1 - 10 alquil), O(C2 - 10 alquenil), O(C2 - 10 alquinil), S(C1 - 10 alquil), S(C2 - 10 alquenil), S(C2 - 10
alquinil), NH(C1 - 10 alquil), NH(C2 - 10 alquenil), NH(C2 - 10 alquinil), y O-alquil-O-alquil. Sustituyentes deseables
2’ ribosilo incluyen 2’-metoxi (2'-OCH3), 2’-aminopropoxi (2° OCH2CH2CH2NH2), 2’-alil (2’-CH2-CH=CH2), 2’-O-alil
(2’-0O-CH2-CH=CH2), 2’-amino (2’-NH2), y 2’-fluoro (2'-F). El sustituyente en 2’ puede estar en la posicion arabino
(arriba) o en la posicidn ribo (abajo).

Los aptameros pueden estar hechos de nucleétidos y/o analogos de nucleétidos tales como los descritos
anteriormente, o una combinacién de ambos, o son analogos de oligonucledtidos. Los aptdmeros de la invencion
pueden contener analogos de nucledtidos en posiciones que no afectan la funcién del oligdmero para enlazarse a
PDGF o VEGF (0 sus receptores cognatos).

Hay varias técnicas que pueden ser adaptadas para refinamiento o fortalecimiento de los ligandos de &cidos
nucleicos que se enlazan a una molécula objetivo particular o a la seleccion de aptameros adicionales. Una técnica,
denominada en general como “genética in vitro” (véase Szostak (1992) TIBS, 19: 89), involucra el aislamiento de
antagonistas de aptameros por selecciéon a partir de un fondo de secuencias aleatorias. El fondo de moléculas de
acidos nucleicos desde el cual pueden aislarse los aptameros divulgados puede incluir secuencias no variantes que
flanquean una secuencia variable de aproximadamente 20 a 40 nucledtidos. Este método ha sido denominado
Evolucién Selectiva de Ligandos por Enriquecimiento Exponencial (SELEX). Composiciones y métodos para generar
antagonistas aptdmeros de la invencion por SELEX y métodos relacionados son conocidos en la técnica y se
ensefian por ejemplo en la Patente de los Estados Unidos No. 5.475.096 titulada “ligandos de acidos nucleicos”, y la
Patente de los Estados Unidos 5.270.163, titulada “métodos para identificar ligandos de acidos nucleicos”.

El proceso SELEX en general, y los aptameros y formulaciones de PEGF y VEGF en particular estan descritos
adicionalmente por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5.668.264, 5.696.249, 5.670.637, 5.674.685,
5.723.594, 5.756.291, 5.811.533, 5.817.785, 5.958.691, 6.011.020, 6.051.698, 6.147.204, 6.168.778, 6.207.816,
6.229.002, 6.426.335, 6.582.918.

En resumen, el métodos SELEX involucra la seleccion de una mezcla de oligonucleétidos candidatos e iteraciones
paso a paso de enlazamiento a un objetivo seleccionado, particién y amplificacion, utilizando el mismo esquema
general de seleccion para alcanzar virtualmente cualquier criterio de afinidad y selectividad de enlazamiento
deseado. Partiendo de una mezcla de acidos nucleicos, que comprende tipicamente un segmento de secuencias
aleatorizadas, el método SELEX incluye etapas de poner en contacto la mezcla con el objetivo bajo condiciones
favorables para el enlazamiento, someter a particién acidos nucleicos no enlazados de esos acidos nucleicos que se
han enlazado especificamente a moléculas objetivo, disociacion de los complejos &cido nucleico-objetivo,
amplificacion de los &cidos nucleicos disociados a partir de los complejos acido nucleico-objetivo para producir una
mezcla enriquecida en ligandos de acidos nucleicos, reiterando entonces las etapas de enlazamiento, particion,
disociacién y amplificacion a través de tantos ciclos como se desee para producir ligandos de acidos nucleicos de
alta afinidad altamente especificos a la molécula objetivo.

El método SELEX basico ha sido modificado para alcanzar un cierto nimero de objetivos especificos. Por ejemplo,
la Patente de los Estados Unidos No. 5.707.796, titulada “método para seleccionar acidos nucleicos sobre la base de
la estructura”, describe el uso del proceso SELEX junto con electroforesis en gel para seleccionar moléculas de
acidos nucleicos con caracteristicas estructurales especificas, tales como ADN flexionado. La Patente de los
Estados Unidos No. 5.763.177 titulada “Evolucion Sistematica de Ligandos por Enriquecimiento Exponencial:
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Fotoseleccion de Ligandos de Acidos Nucleicos y Solucién SELEX” describe un método basado en SELEX para
seleccionar ligandos de &acidos nucleicos que contienen grupos fotorreactivos capaces de enlazarse y/o
fotoentrecruzarse y/o fotoinactivar una molécula objetivo. La Patente de los Estados Unidos No. 5.580.737 titulada
“Ligandos de Acidos nucleicos de alta afinidad que discriminan entre teofilina y cafeina” describe un método para
identificar ligandos de acidos nucleicos altamente especificos capaces de discriminar entre moléculas relacionadas
cercanamente, las cuales pueden ser no peptidicas denominadas Counter-SELEX. La Patente de los Estados
Unidos No. 5.567.588 titulada “Evolucion Sistematica de Ligandos por Enriquecimiento Exponencial: Solucion
SELEX”, describe un método basado en SELEX que alcanza una particion altamente eficiente entre oligonucleétidos
que tienen alta y baja afinidad para una molécula objetivo.

El método SELEX abarca la identificacion de ligandos de acido nucleico de alta afinidad que contienen
oligonucledtidos modificados que confieren caracteristicas mejoradas al ligando, tales como estabilidad in vivo
mejorada o caracteristicas de administracién mejoradas. Ejemplos de tales modificaciones incluyen sustituciones
quimicas en las posiciones ribosa y/o fosfato y/o base. Los ligandos de acidos nucleicos identificados mediante el
proceso SELEX que contiene nucledtidos modificados estan descritos en la Patente de los Estados Unidos No.
5.660.985 titulada “Ligandos de Acidos Nucleicos de Alta Afinidad que Contienen Nucleétidos modificados”, que
describe oligonucledtidos que contienen derivados de nucledtidos modificados quimicamente en las posiciones 5y 2’
de las piridinas. La Patente de los Estados Unidos No. 5.580.737, supra, describe ligandos de &cidos nucleicos
altamente especificos que contienen uno o mas nucleétidos modificados por 2’-amino (2’-NH), 2’-fluoro (2’-F), y/o
2’-O-metil (2’- OMe). La Solicitud de Patente de los Estados Unidos No. 08/264,029, presentada el 22 de Junio de
1994, titulado “Método Novedoso de Preparacion de Nucledsidos Modificados en 2’ Conocidos y Novedosos por
Desplazamiento Nucleofilico Intramolecular”, ahora abandonada, describe oligonucleétidos que contienen diversas
pirimidinas modificadas en 2’.

El método SELEX abarca la combinacion de oligonucledtidos seleccionados con otros oligonucleétidos
seleccionados y unidades funcionales no oligonucledtidos tal como se describe en la Patente de los Estados Unidos
No. 5.637.459 titulada “Evolucion Sistematica de Ligandos por Enriquecimiento Exponencial: SELEX Quimérico”, y la
Patente de los Estados Unidos No. 5.683.867 titulada “Evolucion Sistematica de Ligandos por Enriquecimiento
Exponencial: SELEX Combinado”, respectivamente. Estos patrones permiten la combinacién de una disposicion
amplia de formas y otras propiedades y la amplificacion eficiente y las propiedades de replicacion de
oligonucleétidos con las propiedades deseables de otras moléculas.

El método SELEX abarca adicionalmente la combinacién de ligandos de acidos nucleicos con compuestos lipofilicos
0 no inmunogénicos, compuestos de alto peso molecular en un complejo de diagndstico o terapéutico tal como se
describe en la Patente de los Estados Unidos No. 6.011.020 titulada “Complejos de Ligandos de Acidos Nucleicos”

Los antagonistas de aptameros también pueden ser refinados a través de uso de técnicas de modelacion por
ordenador. Ejemplos de sistemas de modelacion molecular son los programas CHARMm y QUANTA, de Polygen
Corporation (Waltham, Masachusets), el CHARMm lleva a cabo la minimizacion de la energia y las funciones
dinamicas moleculares. QUANTA ejecuta la construccién, modelacion gréfica y analisis de estructura molecular.
QUANTE permite la construccion, modificacion, visualizacion y analisis interactivo del comportamiento de las
moléculas una con otra. Estas aplicaciones pueden ser adaptadas para definir y presentar la estructura secundaria
de moléculas de ARN y ADN.

Los aptameros con estas diversas modificaciones pueden ser probados en cuanto a su funcionamiento utilizando
cualquier prueba adecuada para la funcion de interés de PDGF o VEGF, tal como el ensayo de actividad de
proliferacion basada en células de PDGF.

Las modificaciones pueden ser pre o post las modificaciones del proceso SELEX. Las modificaciones de proceso
pre SELEX producen ligandos de acidos nucleicos que tienen tanto especificidad para subjetivo SELEX como
estabilidad in vivo mejorada. Las modificaciones de procesos post SELEX hechas a ligandos de acidos nucleicos 2’-
OH pueden dar como resultado una estabilidad in vivo mejorada sin afectar adversamente la capacidad de
enlazamiento del ligando de acido nucleico.

Otras modificaciones (tiles para la produccion de aptameros son conocidas para una persona de experiencia normal
en la técnica. Tales modificaciones pueden hacerse segln el proceso post SELEX (modificacién de ligandos no
modificados identificados previamente) o por incorporacién en el proceso SELEX.

Se ha observado que los aptameros, o los ligandos de acidos nucleicos, en general, y los parametros de VEGF en
particular, son los mas estables, y por lo tanto eficaces cuando estan cubiertos 5’ y cubiertos en 3’ de una manera
que hace disminuir la susceptibilidad a las exonucleasas e incrementa la estabilidad global. De acuerdo con lo
anterior, la invencion se basa en una realizacion, con el cubrimiento de aptameros en general, y de aptameros anti-
VEGF en particular, con una estructura de cubierta de nucleésidos 5’ - 5’ invertida en el extremo 5’ y una estructura
de cubierta de nucledsido 3’ - 3’ invertida en el extremo 3’. De acuerdo con lo anterior, la invencidén provee
aptameros anti-VEGF y/o anti-PDGF, esto es ligandos de acidos nucleicos que estan cubiertos en el extremo 5’ con

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2388 138 T3

una cubierta de nucledsido 5’ - 5’ invertida y en el extremo 3’ con una cubierta de nucleosido 3’ - 3'.

Ciertos aptameros particularmente Utiles son composiciones de aptameros anti-VEGF que incluyen, pero no se
limitan a, aquellos que tienen estructuras de cubierta de nucledtidos 5’ - 5’ y 3’ - 3’ invertidos en sus extremos. Tales
aptameros cubiertos con anti-VEGF pueden ser aptameros de ARN, aptameros de ADN o aptameros que tengan
una composiciéon mixta (esto es, tanto ARN como ADN). Secuencias de aptameros adecuadas anti-VEGF de la
invencién incluyen la secuencia de nucledtidos GAAGAAUUGG (SEQ ID NO: 15); o la secuencia de nucleétidos
UUGGACGC (SEQ ID NO: 16); o la secuencia de nucleétidos GUGAAUGC (SEQ ID NO: 17). Particularmente (tiles
son los aptameros anti-VEGF cubiertos de la invencién que tienen la secuencia:

X-5'-5-CGGAAUCAGUGAAUGCUUAUACAUCCG-3’-3’-X (SEQ ID NO: 18)

donde cada C, G, Ay U representan, respectivamente, los nucleétidos de origen natural citidina, guanidina, adenina
y uridina, o los nucleétidos modificados correspondientes a los mismos. X-5’-5" es un nucleétido invertido que cubre
el extremo 5’ del aptamero; 3’-3’-X es un nucledtido invertido que cubre el extremo 3’ del aptamero; y los nucledétidos
restantes o nucleétidos modificados son enlazados secuencialmente a través de uniones 5'-3’ fosfodiéster. En
algunos ejemplos, cada uno de los nucledtidos del aptdmero anti-VEGF cubierto, porta individualmente una
sustitucion 2’ ribosilo tal como -OH (el cual es estandar para &cidos ribonucléicos (ARN)), o -H (el cual es estandar
para &cidos desoxirribonucléicos (ADN)). En otros la posicion 2’ ribosilo esta sustituida con un sustituyente O(C; - 10
alquilo), en O(C1 - 10 alquenilo), en F, en N3, 0 en NHa.

En un ejemplo aln mas particular no limitante, el aptdmero anti-VEGF cubierto en 5’ - 5’ puede tener la estructura:

Td'5,'5,'CmeGmArArUfCrAmGmeGmAmAmUIGmCmeUfoAmeAmeAmeCthGm 3,'3"Td (SEQ |D NO 19) en dOI’ldO “Gm”
representa acidos 2’-metoxiguanilico, “An” representa acido 2’-metoxiadenilico, “Ci" representa &cido 2'-
fluorocitidilico, “Uf” representa acido 2’-fluorouridilico, “A;” representa acido riboadenilico, y “Ty” representa &cido
desoxiribotimidilico.

Antagonistas antisentido, ribozimas y de enzima de ADN

El siguiente capitulo sobre antagonistas antisentido, ribozimas y enzimas de ADN se mantiene para propositos
ilustrativos.

Los oligonucledtidos antisentido de ribozimas que apuntan a PDGF y VEGF afectan la inhibicion de PDGF/VEGF
inhibiendo la traduccion de proteinas a partir de los ARN mensajeros o apuntando a la degradacion de los ARNm de
PDGF o VEGF correspondientes, respectivamente. Estos éacidos nucleicos direccionados a PDGF- y VEGF-
descritos anteriormente proveen secuencias Utiles para el disefio y sintesis de estas ribozimas y oligonucle6tidos
antisentido de PDGF y VEGF.

Un problema en el disefio de oligonucleétidos especificos y orientados a un ARNm si efectivo (ODN antisentido) y
ribozimas y antisentido es el de los sitios accesibles de identificacion del apareamiento de un antisentido con el
objetivo ARNm (lo cual esta por si mismo doblado en una estructura secundaria autoapareada parcialmente). Una
combinacion de algoritmos con ayuda de ordenador para predecir la accesibilidad al apareamiento de la ARN y la
seleccion molecular permite la creacion de ribozimas especificas y efectivas y/o oligonucleétidos antisentido dirigidos
contra mayor parte de los objetivos ARNm. Se han descrito varias metodologias para determinar la accesibilidad de
una molécula de ARN objetivo a inhibidores antisentido o de ribozima. Una metodologia utiliza un ensayo de
seleccidn in vitro aplicando tantos oligodesoxinucledtidos antisentido como sea posible (véase Monia et al., (1996)
Nature Med., 2: 668 - 675; y Milner et al., (1997) Nature Biotechnol., 15: 537 - 541). Otros utilizan bibliotecas
aleatorias de ODN (Ho et al., (1996) Nucleic Acids Res., 24: 1901 - 1907; Birikh et al., (1997) RNA 3: 429 - 437;y
Lima et al., (1997) J. Biol, Chem., 272: 626 - 638). Los sitios accesibles pueden ser monitoreados por escision de
RNasa H (véase Birikh et al., supra; y Ho et al., (1998) Nature Biotechnol., 16: 59 - 63). La RNasa H cataliza la
escision hidrolitica del esqueleto de fosfodiéster de la cadena de ARN en un diplex ADN-ARN.

Otra metodologia, que involucra el uso de una reserva de ODN sintetizado quimicamente quimérico autoaleatorio, se
utiliza para identificar sitios accesibles escindidos por la RNasa H en un objetivo ARN sintetizado in vitro. Los
andlisis de primera extension se utilizan para identificar estos sitios en la molécula objetivo (véase Lima et al.,
supra). Otras metodologias para disefiar objetivos antisentido en ARN se basan en modelos de plegamiento
asistidos por ordenador para ARN. Se han publicado varios reportes sobre el uso de bibliotecas de ribozimas
aleatorias para seleccionar la escisién efectiva (véase Campbell et al., (1995) RNA 1: 598 - 609; Lieber et al., (1995)
Mol. Cell Biol., 15: 540 - 551; y Vaish et al., (1997) Biochem., 36: 6459 - 6501).

Otras metodologias in vitro, que utilizan bibliotecas aleatorias 0 semialeatorias de ODN y RNasa H pueden ser mas
Utiles que la simulaciones en ordenador (Lima et al., supra). Sin embargo, el uso de ARN sintetizado in vitro no
predice la accesibilidad de los ODN antisentido in vivo puesto que observaciones recientes sugieren que las
interacciones de fusién de los polinucledtidos son influenciadas por las proteinas de enlazamiento de ARN (véase
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Tsuchihashi et al., (1993) Science, 267: 99 - 102; Portman et al., (1994) EMBO J., 13: 213 - 221; y Bertrand and
Rossi (1994) EMBO J., 13: 2904 - 2912). La Patente de los Estados Unidos No. 6.652.570, provee composiciones y
métodos para determinar sitios accesibles dentro de un ARNm en presencia de un extracto celular, el cual imita las
condiciones in vivo.

En resumen, este método involucra la incubacién de ARN nativos o sintetizados in vitro con ODN antisentido
definido, ribozimas, o ADNzimas, con un ODN aleatorio o semialeatorio, biblioteca de ribozima o ADNzima, bajo
condiciones de hibridacién en un medio de reaccién que incluye un extracto celular que contiene proteinas
enlazantes a ARN o que imitan un extracto celular debido a la presencia de una o mas proteinas enlazantes a ARN.
Cualquier ODN antisentido, ribozima o ADNzima que sea complementario a un sitio accesible en el ARN objetivo
hibridara ese sitio. Cuando se usan ODN definidas en una biblioteca ODN, la RNasa H esta presente durante la
hibridaciéon o es agregada después de la hibridacion para escindir el ARN donde haya ocurrido la hibridacion. La
RNasa H puede estar presente cuando se usan las ribozimas o ADNzimas, pero no se requiere, puesto que las
ribozimas de las ADNzimas escinden ARN, donde ha ocurrido la hibridacién. En algunos casos, se usa aqui una
biblioteca de ODN aleatoria 0 semialeatoria en ambos extractos que contenga ARNm, proteinas que enlazan ARN y
RNasa H.

Se pueden usar diversos métodos para identificar estos sitios sobre ARN objetivo a los cuales se han enlazado ODN
antisentido, ribozimas o ADNzimas y en donde ha ocurrido la escision. Por ejemplo, la reaccion en cadena de
polimerasa dependiente de desoxinucleotidilo transferasa (TDPCR) puede ser utilizada para este propoésito (véase
Komura and Riggs (1998) Nucleic Acids Res., 26: 1807 - 11). Se usa una etapa de transcripcion reversa para
convertir el patron de ARN en ADN, seguida por TDPCR. En esta invencion, el extremo 3’ necesario para el método
TDPCR se crea mediante la transcripcién reversa del ARN objetivo de interés con cualquier ADN polimerasa
dependiente de ARN (por ejemplo, transcriptasa reversa). Esto se logra hibridando un primer cebador ODN (P1) al
ARN en una region la cual esta corriente abajo (esto es, la direccion 5’ hacia 3’ en la molécula de ARN) desde la
porcion de la molécula de ARN objetivo que esta bajo estudio. La polimerasa en presencia de dNTP copia el ARN en
ADN desde el extremo 3’ de P1 y termina el copiado en el sitio de escision creado bien sea por una ODN/RNasa H
antisentido, una ribozima o una ADNzima. La nueva molécula de ADN (denominada como ADN de primera cadena)
sirve como primer patron para la porcion PCR del método TDPCR, la cual se utiliza para identificar la secuencia
objetivo accesible correspondiente presente en el ARN.

Por ejemplo, puede utilizarse entonces el procedimiento de TDPCR, esto es ADN transcrito reverso con guanosina
trifosfato (rGTP) se hace reaccionar en presencia de desoxinucleotidilo transferasa terminal (TdT) para agregar una
cola (rG) 2 - 4 en los terminales 3’ de las moléculas de ADN. A continuacion se liga un enlazante de ODN de cadena
doble que tiene un sobrante de 3’ 2-4 en una cadena que hace apareamiento de bases con la cola (rG) 2-4. Luego
se agregan dos cebadores de PCR. El primero es un cebador de enlazamiento (LP) que es complementario a la
cadena del enlazador TDPCR que esta ligado a la cola (rG) 2-4 (algunas veces denominada como cadena inferior).
El otro cebador (P2) puede ser el mismo que P1, pero puede estar anidado con respecto a P1, esto es, es
complementario al ARN objetivo en una regiéon que esta al menos parcialmente corriente arriba (esto es, en la
direccion de 3’ hacia 5’ en las moléculas de ARN) desde la region que esta enlazada por P1, pero esto es corriente
abajo de la porcion de la molécula de ARN que estd bajo estudio. Esto es, la porcion de la molécula de ARN
objetivo, que esta bajo estudio para determinar si tiene sitios de enlazamiento accesibles es esa porcién que esta
corriente arriba de la regidon que es complementaria a P2. Cuando se lleva a cabo la PCR de la manera conocida en
presencia de ADN polimerasa y DNTP para amplificar segmentos de ADN definidos por los cebadores LP y P2. El
producto amplificado puede ser capturado entonces por cualquiera de los diversos métodos conocidos y
secuenciados subsecuentemente en un secuenciador de ADN automatizado, proveyendo informacion precisa sobre
el sitio de escision. Una vez que esta identidad ha sido determinada, puede sintetizarse una ADN antisentido de
secuencia definida o ribozimas para uso in vitro o in vivo.

La intervencién antisentido en la expresion de los genes especificos puede logarse mediante el uso de secuencias
de oligonucleédtidos antisentidos sintéticas (véase Lefebvre-d’Hellencourt et al., (1995) Eur. Cyokine Netw., 6: 7;
Agrawal (1996) TIBTECH, 14: 376; and Lev-Lehman et al., (1997) Antisense Therap. Cohen and Smicek, eds.
(Plenum Press, Nueva York)). En resumen, las secuencias de oligonucle6tidos antisentido pueden ser secuencias
cortas de ADN, tipicamente oligémeros de 15-30 pero puede ser tan pequefia como de 7 unidades (véase Wagner et
al., (1994) Nature 372: 333) disefiadas para complementar un ARNm objetivo de interés y formar un daplex ARN:AS.
Esta formacion de diplex puede evitar el procesamiento, divisién, transporte o traduccién del ARNm relevante.
Ademas, ciertas secuencias de nucleétidos AS pueden extraer la RNasa H celular cuando se hibrida con su ARNm
objetivo dando como resultado la degradacion del ARNm (véase Calabretta et al., (1996) Semin. Oncol., 23: 78). En
este caso, la RNasa H escindird el componente de ARN del diplex y puede liberar potencialmente el AS para
hibridar adicionalmente con moléculas adicionales del ARN objetivo. Un modo adicional de accion resulta de la
interaccion de AS con ADN genomico para formar una hélice triple que puede ser inactiva transcripcionalmente.

En un ejemplo no limitante de, ademas de, o sustituido por, una secuencia antisentido tal como se discutié aqui
anteriormente, las ribozimas pueden ser utilizadas para la supresién de funciones genéticas. Esto es particularmente
necesario en casos donde la terapia antisentido esta limitada por consideraciones estequiométricas. Las ribozimas
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pueden ser utilizadas entonces de manera que apunten a la misma secuencia. Las ribozimas son moléculas de ARN
que poseen habilidad catalitica de ARN que escinden un sitio especifico en un ARN objetivo. El namero de
moléculas de ARN que son escindidas por una ribozimas es superior al nimero predicho por una estequiometria 1:1
(véase Hampel and Tritz (1989) Biochem., 28: 4929 - 33; y Uhlenbeck (1987) Nature, 328: 596 - 600). Por lo tanto, la
presente invencion también permite el uso de secuencias de ribozima direccionadas a un dominio accesible de una
especie de ARNm de PDGF o VEGF y que contiene el centro catalitico apropiado. Las ribozimas estan hechas y
suministradas tal como se conoce en la técnica y se discute posteriormente aqui. Las ribozimas pueden ser
utilizadas en combinacion con las secuencias antisentido.

Las ribozimas catalizan la escision del enlace fosfodiéster del ARN. Se han identificado varias familias estructurales
de ribozimas incluyendo los intrones de grupo |, RNasa P, y la ribozima del virus de la hepatitis delta, ribozimas de
cabeza de matrtillo y la ribozima de horquilla derivada originalmente de la cadena negativa del ARN del satélite del
virus de punto anular del tabaco (sTRSV) (véase Sullivan (1994) Investig. Dermatolog., (Suppl.) 103: 95S; y la
Patente de los Estados Unidos No. 5.225.347). Las dos ultimas familias se derivan de viroides y virusoides, en los
cuales la ribozima se cree que separa mondémeros de oligébmeros creados durante la replicacion del ciclo de
enrollamiento (véase Symons (1989) TIBS, 14: 445 - 50; Symons (1992) Ann. Rev. Biochem., 61: 641 - 71). Las
estructuras de ribozima de cabeza de martillo y horquilla estan adaptadas lo mas cominmente para la trans-escision
de ARNm para terapia genética. El tipo de ribozima utilizado en la presente invencion se selecciona tal como es
conocido en la técnica. Las ribozimas de horquilla estan ahora en pruebas clinicas y son un tipo particularmente util.
En general la ribozima tiene de 30 - 100 nucledtidos de longitud.

Las moléculas de ribozimas disefiadas para escindir cataliticamente un transcripto de ARNm objetivo son conocidas
en la técnica (por ejemplo PDGF (SEQ ID NO: 1) o VEGF (SEQ ID NO: 3)) y también pueden ser utilizadas para
evitar la traduccion de ARNm (véase, por ejemplo, la Publicacion Internacional PCT W090/11364; Sarver et al.,
(1990) Science, 247: 1222 - 1225 y la Patente de los Estados Unidos No. 5.093.246). Mientras que las ribozimas
gue escinden el ARNm en secuencias de reconocimiento especificas de un sitio pueden utilizarse para destruir
ARNmM particulares, el uso de las ribozimas de cabeza de martillo es particularmente Util. Las ribozimas de cabeza
de matrtillo escinden los ARNm en localizaciones dictadas por las regiones flanqueantes que forman pares de bases
complementarios con el ARNm objetivo. El Unico requerimiento es que el ARNm objetivo tenga la siguiente
secuencia de dos bases: 5-UG-3’. La construcciéon y produccion de ribozimas de cabeza de martillo es bien
conocida en la técnica y se describe mas completamente en Haseloff y Gerlach ((1988) Nature, 334: 585).

Las ribozimas también incluyen endorribonucleasas de ARN (de aqui en adelante ribozimas tipo “Cech”) tal como las
que se presentan naturalmente en la Tetrahymena thermophila (conocida como la IVS, o ARN de L-19 IVS), y que
ha sido descrita extensamente por Thomas Cech y colaboradores (véase Zaug et al., (1984) Science, 224: 574 -
578; Zaug y Cech (1986) Science, 231: 470 - 475; Zaug, et al., (1986) Nature, 324: 429 - 433; Solicitud Internacional
de Patente No. W088/04300; Been and Cech (1986) Cell, 47: 207 - 216). Las ribozimas tipo Cech tienen un sitio
activo de 8 pares de bases, el cual hibrida a la secuencia de ARN objetivo en donde después tiene lugar la escision
del ARN objetivo. La invencién abarca aquellas ribozimas tipo Cech, que apuntan a secuencias de sitios activos de
ocho pares de bases. Mientras que la invencion no esta limitada a una teoria particular de mecanismo operativo, el
uso de las ribozimas cabeza de martillo en la invenciéon puede tener ventaja sobre el uso de antisentido dirigido a
PDGF/VEGF, como lo indican reportes recientes de que las ribozimas de cabeza de martillo operan bloqueando la
traduccion de ARN y/o la escision especifica del ARNm objetivo.

Como sucede en la metodologia antisentido, las ribozimas pueden estar compuestas de oligonucleétidos
modificados (por ejemplo para estabilidad, direccionamiento, etc., mejorado) y se suministran a las células que
expresan el ARNm objetivo. Un método util para suministrar involucra el uso de un constructo de ADN “que codifica”
la ribozima bajo el control de un promotor pol Ill o pol Il constitutivo fuerte, de tal manera que las células
transfectadas produzcan cantidades suficientes de las ribozimas para destruir los mensajes direccionados e inhibir la
traduccion. Puesto que las ribozimas, a diferencia de las moléculas antisentido son cataliticas, se requiere una
concentracion intracelular mas baja para su eficiencia.

Como se describié anteriormente, la resistencia a la nucleasa, cuando se necesita, es prevista por cualquier método
conocido en la técnica que no interfiera sustancialmente con la actividad biolégica de los oligodesoxinucleétidos
antisentido o ribozimas segun se requiera para el método de uso y administracion (lyer et al., (1990) J. Org. Chem.,
55: 4693 - 99; Eckstein (1985) Ann. Rev. Biochem., 54: 367 - 402; Spitzer and Eckstein (1988) Nucleic Acids Res.,
18: 11691 - 704; Woolf et al., (1990) Nucleic Acids Res., 18: 1763 - 69; y Shaw et al., (1991) Nucleic Acids Res., 18:
11691 - 704). Tal como se describié anteriormente para los aptameros, pueden hacerse modificaciones
representativas no limitantes a oligonucleétidos antisentido o ribozimas con el fin de potenciar la resistencia a la
nucleasa incluyendo la modificacion del heteroatomo de fésforo u oxigeno en el esqueleto de fosfato, las uniones
interazlcar alquilo o cicloalquilo de cadena corta o las uniones interazlcar heteroatomicas o heterociclicas de
cadena corta. Estas incluyen, por ejemplo, preparar metilfosfonatos, fosforotioatos, fosforoditioatos y oligobmeros
morfolino fluorados en la posicion 2° o metilados en O. Por ejemplo, el oligonucleétido antisentido de la ribozima
pueden tener enlaces fosforotioato que enlazan de cuatro a seis bases de nucledtidos en el extremo 3.
Alternativamente, los enlaces fosforotioato pueden enlazar todas las bases de nucleétidos. Los oligonucledtidos
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antisentido con fosforotioato no muestran normalmente toxicidad significativa en concentraciones que son efectivas y
exhiben suficientes vidas Utiles farmacodinamicas en animales (véase Agarwal et al., (1996) TIBTECH, 14: 376) y
son resistentes a la nucleasa. Alternativamente, la resistencia a la nucleasa para la AS-ODN puede proveerse
teniendo una secuencia formadora de un bucle de nueve nucleétidos en el extremo 3’ que tiene la secuencia de
nucleétidos CGCGAAGCG. La reaccién de conjugacion avidina-biotina también puede utilizarse para mejorar la
proteccion de AS-ODN contra la degradacién de la nucleasa en suero (véase Boado and Pardridge (1992) Bioconj.
Chem., 3: 519 - 23). De acuerdo con este concepto los agentes AS-ODN son monobiotinilados en su extremo 3'.
Cuando se hacen reaccionar con avidina, forman complejos apretados resistentes a la nucleasa con una estabilidad
seis veces mayor en comparacion con los ODN no conjugados.

Otros estudios muestran la extension in vivo de los oligonucle6tidos antisentido (Agarwal et al., (1991) Proc. Natl.
Acad. Sci. (USA) 88: 7595). Este proceso, presumiblemente Gtil como mecanismo de consumo para eliminar
oligonucledtidos AS foraneos de la circulacién, depende de la existencia de terminales 3’ libres en los
oligonucledtidos anexos sobre los cuales ocurre la extensién. Por lo tanto, una proteccion de bucle parcial con
fosforotioato o biotina-avidina en esta importante posicion deberia ser suficiente para asegurar la estabilidad de
estos oligodesoxinucledtidos AS.

Ademas de utilizar bases modificadas tal como se describié anteriormente, pueden prepararse analogos de
nucleétidos en la estructura del nucledtido se altera fundamentalmente y que son mas adecuados como reactivos
terapéuticos o experimentales. Un ejemplo de un analogo de nucleétido es un &cido nucleico peptidico (PNA) en
donde el esqueleto de fosfato de desoxirribosa (o ribosa) en ADN (o ARN) es reemplazado con un esqueleto
poliamida, el cual es similar al encontrado en los péptidos. Los analogos de PNA han demostrado ser resistentes a
la degradacion por enzimas y tienen vidas extendidas in vivo e in vitro. Adicionalmente, los PNA han demostrado
enlazarse mas fuertemente a una secuencia de ADN complementaria que a una molécula de ADN. Esta observacion
se atribuye a la falta de repulsion de cargas entre la cadena de PNA y la cadena de ADN. Otras modificaciones que
pueden hacerse a los oligonucleoétidos incluyen esqueletos poliméricos, esqueletos morfolino poliméricos (véase, por
ejemplo, la Patente de los Estados Unidos No. 5.034.506), esqueletos ciclicos o esqueletos aciclicos, imitadores de
azucares y cualquier otra modificacion incluyendo las que puedan mejorar las propiedades farmacodinamicas del
oligonucledtido.

Las enzimas de ADN pueden ser utilizadas para hacer disminuir la expresion del ARNm objetivo, por ejemplo, PDGF
o VEGF, las enzimas de ADN incorporan algunas de las caracteristicas del mecanismo de las tecnologias de
antisentido y ribozima. Las enzimas de ADN estan disefiadas de tal manera que reconocen una secuencia de acidos
nucleicos objetivo particular asi como un oligonucleétido antisentido, sin embargo, mucho mas como una ribozima
puesto que son cataliticas y especificamente escinden el &cido nucleico especifico.

Hay actualmente dos tipos béasicos de enzimas de ADN y ambas fueron identificadas por Santoro y Joyce (véase,
por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos No. 6.110.462). La enzima de ADN 10-23 comprende una estructura
de bucle que conecta a dos brazos. Los dos brazos proveen especificidad reconociendo la secuencia de &cidos
nucleicos objetivo particular mientras que la estructura de bucle provee funciones cataliticas bajo condiciones
fisiologicas.

En resumen, para disefiar una enzima de ADN que reconozca y escinda especificamente un acido nucleico objetivo,
una persona experimentada en la técnica debe identificar la secuencia objetivo Unica. Esto puede hacerse utilizando
la misma metodologia tal como se delined para oligonucledétidos antisentido. En ciertos casos, la secuencia Unica o
sustancialmente Unica es una secuencia rica en G/C de aproximadamente 18 a 22 nucledtidos. Un alto contenido de
G/C ayuda a asegurar una interacciéon mas fuerte entre la enzima de ADN y la secuencia objetivo.

Cuando se sintetiza la enzima de ADN, la secuencia de reconocimiento antisentido especifica que apunta la enzima
al mensaje es dividida de tal manera que comprende los dos brazos de la enzima de ADN, y el bucle de la enzima
de ADN es colocado entre los dos brazos especificos.

Los métodos para hacer y administrar enzimas de ADN pueden encontrarse, por ejemplo en US 6110462. De la
misma forma, los métodos para suministrar ribozimas de ADN in vitro o in vivo incluyen métodos para suministrar
ribozima de ARN, tal como se delinea aqui. Adicionalmente, una persona experimentada en la técnica reconocera
que, al igual que en los oligonucledtidos antisentido, las enzimas de ADN pueden modificarse opcionalmente para
mejorar la estabilidad y mejorar la resistencia a la degradacion.

Antagonistas de ARNi
El siguiente capitulo sobre los antagonistas de ARNi se mantiene para propositos ilustrativos.
Algunas realizaciones de la invencion hacen usos de materiales y métodos para efectuar la represién de VEGF y

PDGF por medio de interferencia con ARN (ARNi). El ARNi en un proceso de represion de genes posttranscripcional
especifico de una secuencia que puede ocurrir en células eucariotas. En general, este proceso involucra la
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degradacion de un ARNm de una secuencia particular inducida por ARN de cadena doble (ARNds) que es homélogo
a esa secuencia. Por ejemplo, la expresion de un ARNds largo correspondiente a la secuencia de un ARNm de
cadena sencilla particular (ARNm ss) hara labil ese mensaje, “interfiiendo” por lo tanto con la expresion del gen
correspondiente. De acuerdo con lo anterior, un gen seleccionado puede ser reprimido introduciendo un ARNds que
corresponde a toda o una parte sustancial del ARNm para ese gen. Parece que cuando se expresa un ARNds largo
es procesado inicialmente por un ribonucleasa Il en oligonucleétidos de ARNds mas cortos de tan poco como 21 a
22 pares de bases en longitud. De acuerdo con lo anterior, la ARNi puede efectuarse por introduccion o expresion de
ARNds homélogos relativamente cotos. En efecto el uso de ARNds homdlogos relativamente cortos puede tener
ciertas ventajas como se discute mas adelante.

Las células de los mamiferos tienen al menos dos rutas que son afectadas por los ARN de cadena doble (ARNdS).
En la ruta de ARNi (especifica para la secuencia), el ARNds de iniciacion es roto inicialmente en ARN (si) cortos de
interferencia, como se describié mas arriba. Los ARNSsi tienen cadenas sentido y antisentido de aproximadamente 21
nucleétidos que forman aproximadamente 19 nucledtidos de ARNSsi con sobrantes de dos nucleétidos en cada
extremo 3’. Los ARN cortos de interferencia se cree que proveen la informacion de secuencia que permite que un
ARN mensajero especifico sea direccionado para la degradaciéon. En contraste, la ruta no especifica es disparada
por ARNds de cualquier secuencia, en tanto tenga por lo menos 30 pares de bases de longitud. Los efectos no
especificos se presentan porque el ARNds activa dos enzimas: la PKR (proteina quinasa activada por ARN de
cadena doble), la cual en su forma activa fosforila el factor de iniciacién de traduccién elF2 para cortar toda la
sintesis de proteinas, y la 2’, 5’ oligoadenilatos sintetasa (2’, 5’-was), la cual sintetiza una molécula que activa la
KNasa L, una enzima no especifica que apunta a todos los ARNm. La ruta no especifica puede representar una
respuesta del huésped al estrés o a una infeccion viral, y en general, los efectos de la ruta no especifica son
minimizados en particular mediante métodos Utiles de la presente invencion. Significativamente, parece requerirse
ARNds mas largos para inducir la ruta no especifica y, de acuerdo con esto, ARNds méas cortos de
aproximadamente 30 pares de bases son particularmente Utiles para efectuar la represion del gen por ARNi (véase,
por ejemplo, Hunter et al., (1975) J. Biol. Chem., 250: 409 - 17; Manche et al., (1992) Mol. Cell Biol., 12: 5239 - 48;
Minks et al., (1979) J. Biol. Chem., 254: 10180 - 3; y Elbashir et al., (2001) Nature 411: 494 - 8).

Ciertos oligonuclettidos de cadena doble utilizados para afectar la ARNi tienen menos de 30 pares de bases de
longitud y pueden comprender aproximadamente 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, o 17 pares de bases de &cido
ribonucleico. Opcionalmente, los oligonucledtidos de ARNds de la invencién pueden incluir extremos sobrantes 3’.
Extremos sobrantes 3’ de 2-nucleétidos de ejemplos no limitantes pueden estar compuestos de residuos de
ribonucleétidos de cualquier tipo y pueden incluso estar compuestos de residuos 2’-desoxitimidina lo que hace
disminuir el coste de la sintesis del coste de ARN y puede potenciar la resistencia a la nucleasa de los ARNSsi en el
medio de cultivo celular y dentro de células transfectadas (véase Elbasir et al., (2001) Nature , 411: 494 - 8).

ARNds maés largos de 50, 75, 100 o incluso 500 pares de bases o mas pueden utilizarse también en ciertas
realizaciones de la invencidn. Concentraciones de ejemplo de ARNds para efectuar ARNi son aproximadamente
0.05 nM, 0.1 nM, 0.5 nM, 1.0 nM, 1.5 nM, 25 nM o 100 nM, aunque pueden utilizarse otras concentraciones
dependiendo de la naturaleza de las células tratadas, el gen objetivo y otros factores faciimente discernibles por la
persona experimentada en la técnica. ARNds de ejemplo puede sintetizarse quimicamente o producirse in vitro 0 in
vivo utilizando vectores de expresion apropiados. ARN sintético de ejemplo incluye ARN de 21 nucleétidos
sintetizado quimicamente utilizando métodos conocidos en la técnica (por ejemplo, fosforamiditas y timidina
fosforamidita de ARN expedite (Proligo, Alemania)). Los oligonucle6tidos sintéticos pueden ser desprotegidos y
purificados por gel utilizando métodos conocidos en la técnica (véase, por ejemplo Elbashir et al., (2001) Genes
Dev., 15: 188 - 200). Pueden transcribirse ARN mas largos a través de promotores tales como promotores de
polimerasa T7 de ARN, conocidos en la técnica. Un objetivo de ARN sencillo, colocado en ambas posibles
orientaciones corriente abajo en un promotor in vitro, transcribira ambas cadenas del objetivo apara crear un
oligonucledtidos de ARNdSs de la secuencia objetivo deseada.

La secuencia especifica utilizada en el disefio de los oligonucleétidos puede ser cualquier secuencia contigua de
nucleétidos contenida dentro del mensaje del gen expresado del objetivo (por ejemplo PDGF (por ejemplo, SEQ ID
NO: 2) o VEGF (por ejemplo, SEQ ID NO: 4)). Pueden utilizarse programas y algoritmos, conocidos en la técnica,
para seleccionar secuencias objetivo apropiadas. Ademas, pueden seleccionarse secuencias 6ptimas, tal como se
describe adicionalmente mas arriba, utilizando programas disefiados para predecir la estructura secundaria de una
secuencia de acidos nucleicos de cadena sencilla especificada y permite la seleccién de aquellas secuencias que
probablemente se presenten en regiones de cadena sencilla expuestas de un ARNm plegado. Los métodos y
composiciones para disefiar oligonucleétidos apropiados pueden encontrarse, por ejemplo, en la Patente de los
Estados Unidos No. 6.251.588. EI ARNm se cree generalmente que es una molécula lineal que contiene la
informacién para dirigir la sintesis de proteina dentro de la secuencia de ribonucleétidos. Sin embargo, estudios han
demostrados que un cierto nimero de estructuras secundarias y terciarias existen en la mayor parte de los ARNm.
Los elementos de estructura secundaria en ARN estan formados principalmente por interacciones tipo Watson-Crick
entre diferentes regiones de la misma molécula de ARN. Elementos estructurales secundarios importantes incluyen
regiones de cadena doble intramolecular, bucles de horquilla, abultamientos en ARN duplex y bucles internos.
Elementos estructurales terciarios se forman cuando elementos estructurales secundarios entran en contacto uno
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con otro o con regiones de cadena sencilla para producir una estructura tridimensional mas compleja. Un cierto
numero de investigadores han medida las energias de enlazamiento de un gran nimero de estructuras duplex de
ARN y han derivado un conjunto de reglas que pueden ser utilizadas para predecir la estructura secundaria de ARN
(véase, por ejemplo, Jaeger et al., (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 86: 7706, y Turner et al., (1988) Ann. Rev.
Biophys. Biophys. Chem., 17: 167). Las reglas son Utiles en la identificacion de elementos estructurales de ARN vy,
en particular, para identificar regiones de ARN de cadena sencilla, que pueden representar segmentos
particularmente utiles del ARNm para direccionar el silenciamiento con tecnologias de ARNi, ribozima o antisentido.
De acuerdo con lo anterior, segmentos particulares del ARNm objetivo pueden identificarse para disefiar los
oligonucleétidos de ARNds para mediar ARNi asi como para disefiar composiciones de ribozima y ribozima de
cabeza de matrtillo apropiadas de la invencion.

Los oligonucledtidos de ARNds pueden ser introducidos en la célula por transfecciéon con un gen objetivo heterélogo
utilizando composiciones tales como liposomas que son conocidos en la técnica, por ejemplo, Lipofectamine 2000
(Life Technologies, Rockville, MD) tal como lo describe el fabricante para lineas celulares adherentes. La
transfeccién de los oligonucledtidos de ARNds para apuntar a genes enddgenos puede llevarse a cabo utilizando
Oligofectamine (Life Technologies). La eficiencia de la transicion puede verificarse utilizando microscopia de
fluorescencia para lineas celulares de mamiferos después de la cotransfeccién de pAD3 que codifica hGFP
(Kehlenback et al., (1998) J. Cell. Biol., 141: 863 - 74). La efectividad de la ARNi puede establecerse por cualquiera
de un cierto nimero de ensayos posteriores a la introduccion del ARNds. Incluyen, pero no se limitan a, analisis de
inmunoprecipitacion Western utilizando anticuerpos que reconocen el producto genético objetivo siguiendo un
tiempo suficiente para el retorno de la reserva enddgena después de que se reprime la nueva sintesis te proteina, y
el analisis por inmunoprecipitacion Northern para determinar el nivel del ARNm objetivo existente.

En las Patentes de los Estados Unidos Nos. 6.278.039, 5.723.750 y 5.244.805 se proveen composiciones, métodos
y aplicaciones aun adicionales de la tecnologia de ARNi.

Antagonistas del receptor del inhibidor de tirosina quinasa

La presente invencion se refiere en las reivindicaciones a un antagonista de PDGF que es un inhibidor especifico de
receptor de tirosina quinasa el cual se utilizan en un tratamiento en combinacién con un antagonista de VEGF. Lo
que sigue es una divulgacion general de antagonistas del receptor del inhibidor de tirosina quinasa para propositos
ilustrativos.

Se incluyen en la invencion el antagonista de tirosina quinasa imatinib (Gleevec®). Otros antagonistas de tirosina
guinasa conocidos en la técnica y variantes y alternativas de los mismos pueden obtenerse utilizando la experiencia
rutinaria en la técnica y las ensefianzas de la técnica. La sefial extracelular de PDGF (y VEGF) se comunica a otras
partes de la célula a través de un evento de fosforilacion medido por tirosina quinasa afectado por el receptor de
PDGF (y el receptor de VEGF) y que afecta las proteinas sustrato corriente debajo de la membrana celular,
enlazando un complejo de sefializacién. De acuerdo con lo anterior, los antagonistas que actian en la etapa de
sefializacion del receptor de quinasa de PDGF (y/o VEGF) también son efectivos en el método de la invencion.

Un cierto ndmero de tipos de inhibidores de tirosina quinasa que son selectivos para las enzimas receptoras de
tirosina quinasa tales como PDGFR o VEGFR, son conocidos (véase, por ejemplo, Spada and Myers ((1995) Exp
Opin. Ther. Patents, 5: 805) y Bridges ((1995) Exp. Opin. Ther, Patents, 5: 1245). Adicionalmente Law y Lydon han
resumido el potencial anticaceroso de los inhibidores de tirosina quinasa ((1996) Emerging Drugs: The Prospect For
Improved Medicines, 241 - 260). Por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos No. 6.528.526 describe compuestos
de quinoxalina sustituidos que exhiben una actividad selectivamente inhibida de tirosina quinasa del receptor del
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR). Los inhibidores conocidos de la actividad de tirosina quinasa
de PDGFR incluyen inhibidores basados en quinona reportado por Maguire et al., ((1994) J. Med. Chem., 37: 2129),
y por Dolle et al., ((1994) J. Med. Chem., 37: 2627). Una clase de inhibidores basados en fenilamino-pirimidana fue
reportada recientemente por Traxler et al., en EP 564409 y por Zimmerman et al., ((1996) Biorg. Med. Chem. Lett.,
6: 1221 - 1226) y por Buchdunger et al., ((1995) Proc, Nat, Acad, Sci, (USA), 92: 2558). Los derivados de
quinazolina que son U(tiles en la inhibicion de la actividad del receptor de tirosina quinasa de PDGF incluyen
compuestos arilo bismono y biciclicos y compuestos heteroarilo (véase, por ejemplo, WO 92/20642), derivados de
quinoxalina (véase (1994) Cancer Res., 54: 6106 - 6114), derivados de pirimidina (Solicitud de Patente Japonesa
Publicada No. 87834/94) y derivados de demotixiquinolina (véase Abstracts of the 116th Annual Meeting of the
Pharmaceutical Society of Japan (Kanazawa), (1996), 2, p. 275, 29(C2) 15 - 2).

Ejemplos de inhibidores de tirosina quinasa de VEGFR incluyen derivados de cinolina, por ejemplo, los descritos en
la Patente de los Estados Unidos No. 6.514.971.

Otros tales derivados de cinolina también son conocidos. Por ejemplo, (1995) J. Med Chem., 38: 3482.7 divulga 4-
(3-bromoanilino)cinolina; (1968) J. Chem. Soc. C, (9): 1152 - 5 divulga 6-cloro-4-fenoxicinolina; (1984) J. Kamatak
Univ., Sci., 29: 82 - 6 divulga ciertas 4-anilinocinolinas; y (1973) Indjan J. Chem., 11: 211-13 divulga ciertas 4-
feniltiocinolinas. Adicionalmente, (1973) J. Kamatak Univ., 18: 25-30 divulga ciertas 4-fenoxicinnolinas, (1984) J.
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Karnatak Univ., Sci., 29: 82-6 divulga dos compuestos: 4-(4. metoxi- anilino)-6,7-dimetoxicinolina y 4-(3-cloroanilino)-
6,7-dimetoxicinolina. Adicionalmente, ciertas cinolinas con un anillo fenil o enlazado a través de un grupo
seleccionado de -O-, -S-, -NH- y -CH>- en la posicién 4 estan descritos en la Patente de los Estados Unidos No.
5.017.579, Patente de los Estados Unidos No. 4.957.925, Patente de los Estados Unidos No. 4.994.474, y EP
0302793 A2.

Aln otros compuestos relacionados para la inhibicion de VEGFR y/o PDGFR estan disponibles mediante la
seleccién de compuestos novedosos por su efecto sobre la actividad receptora de tirosina quinasa de interés
utilizando un ensayo de convencién. La inhibicién efectiva por un inhibidor de molécula organica pequefia de
PDGFR o VEGFR puede monitorearse utilizando un sistema de prueba basado en células asi como otros sistemas
de prueba conocidos en la técnica.

Por ejemplo, una prueba para la actividad contra el receptor de tirosina quinasa de VEGF es como sigue. La prueba
se lleva acabo utilizando el receptor de tirosina quinasa de VEGF Flt-1. El procedimiento detallado es como sigue:
30 pl de solucién de quinasa (10 ng del dominio de quinasa de Flt-1) (véase Shibuya, et al., (1990) Oncogene, 5: 519
- 24) en Tris. HClI 20 mM pH 7.5, dicloruro de manganeso mM (MnCl), cloruro de magnesio 3 mM (MgCly),
vanadato de sodio 10 uM, polietilen glicol 0.25 mg/ml (PEG) 20000, ditiotreitol 1 mM y 3 ug/.mu.l poly(Glu,Tyr) 4:1
(Sigma, Buchs, Suiza), 8 uM [®*P]-ATP (0.2 uCi), sulféxido de dimetilo al 1%, y 0 a 100 uM del compuesto que se va
a probar se incuban juntos durante 10 minutos a temperatura ambiente. La reaccién se termina mediante la adicion
de 10 pl de etilendiaminotetraacetato 0.25 M (EDTA) pH 7. Utilizando un dispensador de canal mdltiple (LAB
SYSTEMS, Estados Unidos) se aplica un alicuota de 20 pl a una membrana Immobilon P de PDVF (= difluoruro de
polivinilo) (Millipore, Estados Unidos) a través de un distribuidor de filtros de microtitulacion y conectado a un vacio.
Después de la eliminacion completa del liquido, la membrana se lava 4 veces sucesivamente en un bafio que
contiene &cido fosférico al 0.5% (Hs PO.) y una vez con etanol se incuba durante 10 minutos cada vez con agitacion,
luego se monta en un Hewlett Packard TopCount Manifold y la radioactividad se mide después de la adicion de 10 pl
de Microscint.RTM (contador liquido de centelleo beta). Se determinan los valores ICso por analisis de regresion
lineal de los porcentajes para la inhibicién de cada compuesto en tres concentraciones (como regla 0.01 umol, 0.1
pmol y 1 umol). Los valores ICso de los compuestos inhibidores de la tirosina activa pueden estar en el rango de 0.01
pm a 100 pm.

Adicionalmente, la inhibiciébn de una actividad de autofosforilacion por tirosina quinasa de VEGFR inducida por
VEGF puede confirmarse en un experimento adicional con células. En resumen, células CHO transfectadas, que
expresan permanentemente el receptor de VEGF humano (VEGFR/KDR), se siembra en el medio del cultivo
completo (con suero de ternera fetal al 10% (FCS)) en placas de cultivo de células de 6 pozos y se incuban a 37°C
bajo CO, al 5% hasta que muestren aproximadamente 80% de confluencia. Los compuestos que se van a probar se
diluyen entonces en medio de cultivo (sin FCS con 0.1% de albumina de suero bovino) se agregan a las células.
(Los controles comprenden medio sin los compuestos de prueba). Después de una incubacién de 2 horas a 37°C, se
agrega VEGF recombinante; la concentracion final de VEGF es 20 ng/ml). Después de una incubacion adicional de 5
minutos a 37°C, las células se lavan dos veces con PBS enfriado con hielo, y se someten inmediatamente a lisis en
100 plI de regulador de lisis por pozo. Los lisados son centrifugados entonces para eliminar los nicleos de las células
y se determina las concentraciones de los sobrenadantes utilizando una prueba de proteina comercial (BIORAD).
Los lisados pueden ser utilizados entonces inmediatamente o, si es necesario, almacenados a -200°C.

Se ejecuta entonces una ELISA en sandwich para medir la fosforilacion del receptor de KDR: se inmoviliza un
anticuerpo monoclonal de KDR en placas de ELISA negras (OptiPlaten™, HTRF-96 de Packard). Las placas luego
se lavan y los sitios de enlazamiento de proteina libre restante se saturan con BSA al 1% en PBS. Los lisados de
células (20 ug de proteina por pozo) se incuban entonces en estas placas durante la noche a 4°C junto con un
anticuerpo antifosfotirosina acoplado con fosfatasa alcalina (por ejemplo, PY20:AP de Transduction Laboratories
Lexington, KY). Las placas se lavan de nuevo y el enlazamiento del anticuerpo antifosfotirosina con el receptor
fosforilado capturado se demuestra entonces utilizando un sustrato utilizando un sustrato luminiscente AP (CDP-
Star, listo para el uso, con Emerald II; Applied-Biosystems TROPIX Bedford, MA). La luminiscencia se mide en un
Packard Top Count Microplate Scintillation Counter. La diferencia entre la sefial del control positivo (estimulada con
VEGF o PDGF) y la de control negativo (no estimulado con VEGF o PDGF) corresponde a una fosforilacion del
receptor de KDR inducida por VEGF (= 100%). La actividad de la sustancias de prueba de calculan como porcentaje
de inhibicién de la fosforilacion del receptor de KDR inducida por VEGF, en donde la concentracion de la sustancia
gue induce la mitad de la inhibicion méaxima se define como el EDsg (dosis efectiva para 50% de inhibicion). Los
compuestos inhibidores de tirosina activa tienen valores de EDsp en el rango de 0.001 pum a 6 pm, tipicamente de
0.005pm a 0.5 pm.

Formulaciones farmacéuticas y administracion terapéutica

Los agentes anti-VEGF y anti-PDGF son Utiles para el uso en el tratamiento de un trastorno neovascular ocular tal
como degeneracion macular o retinopatia diabética. De acuerdo con lo anterior, una vez que un paciente ha sido
diagnosticado por estar en riesgo de desarrollar o tener un trastorno neovascular, el paciente es tratado mediante la
administracion de un antagonista de PDGF en combinacién con un antagonista de VEGF con el fin de bloquear
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respectivamente los efectos negativos de PDGF y VEGF, suprimiendo por lo tanto el desarrollo de un trastorno
neovascular y aliviando los efectos nocivos asociados con la neovascularizacion. El uso de acuerdo con la presente
invencién no da como resultado un edema de la cérnea.

La terapia de combinacion con anti-PDGF y anti VEGF de acuerdo con la invencién puede llevarse a cabo sola o en
conjuncion con otra terapia y puede proveerse en casa, en el consultorio del médico, una clinica, un departamento
de consulta externa de un hospital o un hospital. El tratamiento en general comienza en un hospital de tal manera
que el doctor pueda observar los efectos de la terapia de manera cercana y hacer cualquier ajuste que sea
necesario. La duracién de la terapia de combinacién depende del tipo de trastorno neovascular que esta siendo
tratado, la edad y condicién del paciente, el estado y tipo de la enfermedad del paciente, y de como el paciente
responde al tratamiento. Adicionalmente, una persona que tenga un riesgo mayor de desarrollar un trastorno
neovascular (por ejemplo un paciente diabético) puede recibir tratamiento para inhibir o retardar la aparicién de los
sintomas. Una ventaja significativa provista por la presente invencion es que la combinacién de un antagonista de
PDGF y un antagonista de VEGF para el tratamiento de un trastorno neovascular permite la administracién de una
dosis baja de cada antagonista y menos antagonista activo total, proveyendo asi una eficacia similar con menor
toxicidad y efectos colaterales, y costes reducidos.

La administracion de cada antagonista de la terapia de combinacion puede hacerse por cualquier medio adecuado
gue de como resultado una concentracion del antagonista que, en combinacion con el otro antagonista, sea efectivo
para el tratamiento de un trastorno neovascular. Cada antagonista, por ejemplo, puede ser mezclado con una
sustancia portadora adecuada, y esta generalmente presente una cantidad de 1 - 95% en peso del peso total de la
composicion. La composicion puede ser provista en una forma de dosificacibn que sea adecuada para
administracion oftalmica, oral, parenteral (por ejemplo, intravenosa, intramuscular, subcutanea), rectal, transdérmica,
en la sal, o por inhalacion. De acuerdo con lo anterior, la composicion puede estar en la forma de, por ejemplo,
tabletas, cépsulas, pildoras, polvos, granulos, suspensiones, emulsiones, soluciones, geles incluyendo hidrogel,
pastas, unglentos, cremas, apdsitos, dispositivos de administracion, supositorios, enemas, inyectables, implantes,
aspersiones o aerosoles. Las composiciones farmacéuticas que contienen un antagonista individual o dos o mas
antagonistas pueden formularse de acuerdo con la practica farmacéutica convencional (véase, por ejemplo,
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, (20th ed.) ed. A.R. Gennaro, 2000, Lippincott Williams & Wilkins,
Philadelphia, PA. and Encyclopedia of Pharmaceutical Technology. eds., J. Swarbrick and J. C. Boilan, 1988 - 2002,
Marcel Dekker, Nueva York).

Las combinaciones de los antagonistas de PDGF y VEGF son, en un aspecto Util, administrados parenteralmente
(por ejemplo, por inyeccion o implante intramuscular, intraperitoneal, intravenoso, intraocular, intravitreo, retrobulbar,
subconjuntiva, bajo la barbilla o subcutanea) o sistémicamente. Las formulaciones para administracion parenteral o
sistémica incluyen sus soluciones, suspensiones o emulsiones acuosas 0 no acuosas estériles. Puede usarse una
variedad de vehiculos acuosos, por ejemplo, agua, agua regulada, solucién salina y similares. Ejemplos de otros
vehiculos adecuados incluyen polipropilén glicol, polietilén glicol, aceites vegetales, gelatina, hidrogeles, naftalenos
hidrogenados y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Tales formulaciones también pueden
contener sustancias auxiliares, tales como agentes conservantes, humectantes, reguladores, emulsificantes y/o
dispersante. Puede utilizarse copolimeros biocompatibles, polimeros de lactidos biodegradables, copolimeros de
lactido/glicolido o copolimeros de polioxietilén polioxipropileno para controlar la liberacion de los ingredientes activos.

Alternativamente, pueden administrarse combinaciones de antagonistas de PDGF y VEGF por ingestion oral. Las
composiciones previstas para uso oral pueden preparase en formas sélidas o liquidas de acuerdo con cualquier
método conocido en la técnica para la manufactura de composiciones farmacéuticas.

Las formas de dosificacion sélida para administracion oral incluyen cdpsulas, tabletas, pildoras, polvos y granulos.
En general estas preparaciones farmacéuticas contienen ingredientes activos (tales como antagonistas en moléculas
organicas pequefias de PDGF y antagonistas o moléculas organicas pequefias de VEGF) mezcladas con
excipientes no téxicos farmacéuticamente aceptable. Estos pueden incluir, por ejemplo, diluyentes inertes, tales
como carbonato de calcio, carbonato de sodio, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol, celulosa, almidén, sustrato de
calcio, fosfato de sodio, caolin y similares. También pueden utilizarse agentes de aglomeracion, agentes reguladores
ylo agentes lubricantes (por ejemplo, estearato de magnesio). Las tabletas y pildoras pueden ser preparadas
adicionalmente con recubrimientos entéricos. Las composiciones pueden contener opcionalmente agentes
endulzantes, saborizante, colorantes, de perfume y conservantes con el fin de proveer una preparacion mas
facilmente ingerible.

Por ejemplo, los antagonistas de PDGF y VEGF pueden administrarse por via intraocular por inyeccion intravitreo en
el ojo asi como por inyecciones en subconjuntiva y bajo la barbilla. Otras rutas de administracion incluyen la ruta
transescleral; retrobulbar, intraperitoneal, intramuscular e intravenosa. Alternativamente, puede administrarse una
combinacién de antagonistas utilizando un dispositivo de administracién de farmacos o un implante intraocular
(véase mas abajo).

Las formas de dosificacion liquida para administracion oral incluyen emulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes y
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capsulas de gelatina blanda farmacéuticamente aceptables. Estas formas contienen diluyentes inertes cominmente
utilizados en la técnica, tales como agua o un medio oleoso, y pueden influir también adyuvantes tales como agentes
humectantes, agentes emulsificantes y agentes de suspension.

En algunos casos, la combinacién de los antagonistas de PDGF y VEGF también puede administrarse topicamente,
por ejemplo, mediante un parche o por aplicacion directa a una region, tal como la epidermis o el ojo, susceptible de
ser afectado por un trastorno neovascular, o por iontoforesis.

Las formulaciones para uso oftalmico incluyen tabletas que contienen los ingredientes activos en una mezcla con
excipientes no téxicos farmacéuticamente aceptables. Estos excipientes pueden ser, por ejemplo, diluyentes o
agentes de relleno inertes (por ejemplo, sacarosa y sorbitol), agentes lubricantes, deslizantes y antiadhesivos (por
ejemplo, estearato de magnesio, estearato de zinc, acido esteérico, silicas, aceites vegetales hidrogenados o talco).

Los antagonistas de PDGF y VEGF pueden ser mezclados juntos en una tableta u otro vehiculo o pueden ser
divididos. En un ejemplo, el primer antagonista esta contenido en el interior de la tableta y el segundo antagonista en
su exterior, de tal manera que una parte sustancial del segundo antagonista es liberada antes que la liberacion del
primer antagonista. Si se desea, los antagonistas en una forma de tableta pueden ser administrados en utilizando un
dispositivo de administracion de farmacos (véase mas abajo).

En general, cada uno de los antagonistas deberia ser administrado en una cantidad suficiente para suprimir o reducir
o eliminar un efecto nocivo o un sintoma de un trastorno neovascular. La cantidad de un ingrediente antagonista
activo que se combina con los materiales portadores para producir una dosificacion individual variard dependiente
del sujeto que esta siendo tratado y del modo particular de administracion.

La dosificacién de cada antagonista de las combinaciones reivindicadas depende de varios factores que incluyen la
severidad de la condicidn, de si la condicion va a ser tratada o prevenida y de la edad, peso y salud de la persona
gue se va a tratar. Adicionalmente, la informacion farmacogenémica (el efecto del gen o tipo sobre el perfil
farmacocinético, farmacodinamico de eficacia de un agente terapéutico) acerca de un paciente particular puede
afectar la dosificacion usada. Adicionalmente, una persona experimentada en la técnica apreciard que las
dosificaciones individuales exactas pueden ajustarse en algun grado dependiendo de una variedad de factores,
incluyendo la combinacion especifica de antagonistas de PDGF y VEGF que esta siendo administrada, el tiempo de
administracion, la ruta de administracion, la naturaleza de la formulacion, la rata de excrecién, el trastorno
neovascular particular que esta siendo tratado, la severidad del trastorno, y la localizacion anatomica del trastorno
neovascular (por ejemplo, el ojo versus la calidad corporal). Se esperan variaciones amplias en la dosificacion
necesaria a la vista de las diferentes eficiencias de las diversas rutas de administracion. Por ejemplo, la
administracion oral en general requeriria segun se espera niveles de dosificacion mas altos que la administracion
intravenosa o intravitreo. Las variaciones en estos niveles de dosificacion pueden ajustarse utilizando rutinas
empiricas estandar para optimizacion, las cuales son bien conocidas en la técnica. Los niveles y patrones precisos
de dosificacion terapéuticamente efectiva se determinan tipicamente por parte del médico responsable tal como un
oftalmologo en consideracion de los factores anteriormente identificados.

En general, cuando se administran oralmente a un humano, la dosificacion del antagonista de PDGF y del
antagonista de VEGF es normalmente alrededor de 0.01 mg hasta aproximadamente 200 mg por dia,
deseablemente alrededor de 1 mg hasta 100 mg por dia, y mas deseablemente alrededor de 5 mg a
aproximadamente 50 mg por dia. Pueden ser necesarias dosificaciones de hasta aproximadamente 200 mg por dia.
Para la administracion del antagonista de PDGF o del antagonista de VEGF por inyeccién, la dosificacién oralmente
es aproximadamente 0.1 mg hasta aproximadamente 250 mg por dia, deseablemente alrededor de 1 mg hasta
aproximadamente 20 mg por dia, o alrededor de 3 mg hasta aproximadamente 5 mg por dia. Las inyecciones
pueden darse hasta aproximadamente 4 veces al dia. En general, cuando se administra por via parenteral o
sistémica a un humano, la dosificacion del antagonista de VEGF para uso en combinacion con el antagonista de
PDGF es normalmente alrededor de 0.1 mg hasta aproximadamente 1500 mg por dia, o aproximadamente 0.5 mg
hasta aproximadamente 10 mg por dia, o aproximadamente 0.5 mg hasta aproximadamente 5 mg por dia. Pueden
ser necesarias dosificaciones de hasta aproximadamente 3000 mg por dia.

Cuando se administra oftalmolégicamente a un humano, la dosificacion del antagonista de VEGF para uso en
combinacién con el antagonista de PDGF es nuevamente alrededor de 0.15 mg hasta aproximadamente hasta
aproximadamente 3.0 mg por dia, o alrededor de 0.3 mg hasta aproximadamente 3.0 mg por dia, o
aproximadamente 0.1 mg hasta 1.0 mg por dia.

Por ejemplo, para usos oftalmicos, las sustancias farmacéuticas de aptameros de PDGF-B y VEGF-A se formulan en
solucion salina de fosfato regulada a pH 5 - 7. Pueden agregarse hidréxido de sodio o acido clorhidrico para ajuste
del pH. En una formulacién de trabajo, un aptamero de PDGF-B y un aptamero de VEGF-A, tal como EYEOQO1, se
formula individualmente en 3 concentraciones diferentes: 3 mg/100 pl, 2 mg/100 uly 1 mg/100 ul empacados en una
jeringa de vidrio graduada tipo | segun la USP, estéril de 1 ml dotada con una aguja estéril de calibre 27. El producto
farmacéutico de combinacién es libre de conservantes y esta previsto para uso individual mediante inyeccion
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intravenosa Unicamente. Los ingredientes activos son las sustancias farmacéuticas PDGF-B y VEGF-A, a
concentraciones de 30 mg/ml, 20 mg/ml y 10 mg/ml. Los excipientes son cloruro de sodio, USP; fosfato monobasico
de sodio, monohidrato, USP; fosfatodibasico de sodio, heptahidrato, USP; hidréxido de sodio, USP; &cido clorhidrico,
UPS; y agua para inyeccion USP. En esta forma los productos farmacéuticos de aptdmeros de PDGF-B y VEGF-A
estan en una solucion estéril lista para el uso provista en una jeringa de vidrio de uso individual. La jeringa es
retirada del almacenamiento refrigerado aproximadamente 30 minutos (pero no mas de 4 horas) antes del uso para
permitir que la solucién alcance la temperatura ambiente. La administracién del contenido de la jeringa involucra
conectar la barra piston plastica enroscada al tap6n de goma interior del cilindro de la jeringa. Se retira entonces la
tapa de goma del extremo para permitir la administracion del producto. Los aptameros de PDGF-B y VEGF-A se
administran como inyecciones intravitreas de 100 pl en tres ocasiones en intervalos de 28 dias. Los pacientes
reciben 3 mg/inyeccion por visita. La dosis es reducida a 2 mg o 1 mg, y adicionalmente a 0.1 mg si es necesario.

Las cantidades especificas de farmacos administrados dependen de la combinacion especifica de componentes. En
una combinacion de dosis deseada, la relacion del antagonista de PDGF a antagonista de VEGF es
aproximadamente 50:1 en peso, aproximadamente 20:1 en peso, aproximadamente 10:1 en peso, 0
aproximadamente 4:1, aproximadamente 2:1 o aproximadamente 1:1 en peso.

Una terapia de combinacion incluye un antagonista de aptdmero de PDGF-B y un antagonista de aptamero de
VEGF-A. Los antagonistas se utilizan en combinacion en un rango de relacion de peso desde aproximadamente 0.1
hasta aproximadamente 5.0 a aproximadamente 5.0 a 0.1 del antagonista de aptdmero de PDGF-b con respecto al
antagonista de aptdmero VEGF-A. Un rango util de estos dos antagonistas (antagonista PDGF-B a VEGF-A) es
desde aproximadamente 0.5 hasta aproximadamente 2.0, o desde aproximadamente 2.0 a 0.5, mientras que otra
relacion atil es de aproximadamente 1.0 hasta aproximadamente 1.0, dependiendo finalmente de la seleccion del
antagonista de aptamero de PDGF-B y dela antagonista de aptamero de VEGF-A.

La administracién de cada farmaco en la terapia de combinacion puede ser, independientemente, de una a cuatro
veces al dia durante un dia hasta un afio e incluso puede ser por la vida completa del paciente. La administracion
cronica a largo plazo se ve indicada en muchos casos. La dosificacion puede ser administrada en una dosis
individual o dividida en dosis multiple. En general, la dosificacién deseada serd administrada en intervalos definidos
durante un periodo prolongado, usualmente al menos durante varias semanas, aunque pueden ser necesarios
periodos mas largos de administracion de varios meses 0 més.

Ademas de tratar trastornos neovasculares preexistente, la terapia de combinaciéon que incluye un antagonista de
PDGF y un antagonista de VEGF puede administrarse profilacticamente con el fin de prevenir o ralentizar la
aparicion de estos trastornos. En aplicaciones profilacticas, los antagonistas de PDGF y VEGF se administran a un
paciente susceptible o de alguna otra manera en riesgo de un trastorno neovascular particular. De nuevo, la
temporizacion precisa de la administracién y las cantidades que se administran depende de factores diversos tales
como el estado de salud del paciente, peso, etc.

En un ejemplo de trabajo, la combinacién del antagonista de PDGF y del antagonista de VEGF se administra a un
mamifero que requiere el tratamiento con los mismos, tipicamente en la forma de una composicién farmacéutica
inyectable. En el aspecto de combinacién, por ejemplo, puede administrarse un aptamero de PDGF-B y un aptamero
de VEGF-A bien sea separadamente o en la composicion farmacéutica que comprende a ambos. Se prefiere en
general que tal administracion sea por inyeccion utilizando un dispositivo de administracién de farmacos. También es
aceptable la administracién parenteral, sistémica o transdérmica.

Como se discutio anteriormente, cuando el antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF se administran juntos, tal
administracion puede ser secuencial en tiempo o simultdnea siendo el método secuencial un modo de
administracion. Cuando los antagonistas de PDGF y VEGF se administran secuencialmente, la administracion de
cada uno puede ser por el mismo o diferentes métodos. Para la administracién secuencial, sin embargo, es util que
el método emplee la administracion del antagonista de PDGF durante aproximadamente 5 segundos (hasta
aproximadamente 3 inyecciones) seguido por administracion sostenida cada 6 semanas por hasta aproximadamente
9 inyecciones por afio de un antagonista de VEGF (el antagonista de PDGF puede ser administrado en el tiempo de
cada inyeccion del antagonista de VEGF o puede ser dada con menos frecuencia, segun lo determine el médico. La
administracion secuencial también incluye una combinacion donde los antagonistas individuales pueden
administrarse en tiempos diferentes o por rutas diferentes 0 ambos pero que actian en combinacion para proveer un
efecto beneficioso, por ejemplo, para suprimir un trastorno neovascular. También cabe anotar que la administracion
por inyeccion es particularmente util.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencion pueden formularse para liberar los antagonistas de
PDGF y VEGF activos sustancialmente inmediatamente después de la administracién en cualquier periodo de
tiempo predeterminado después de la administracion, utilizando formulaciones de liberacion controlada. Por ejemplo,
una composicion farmacéutica que incluye al menos uno de cada uno de los antagonistas de PDGF y un antagonista
de VEGF puede proveerse en composiciones de liberaciéon sostenida. El uso de composiciones de liberacion
inmediata o sostenida depende de la naturaleza de la condicién que esta siendo tratada. Si la condicion consiste de
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un trastorno agudo o sobreagudo, se utilizara tipicamente un tratamiento con una forma de liberacién inmediata en
lugar de una composicion de liberacién prolongada. Para ciertos tratamientos preventivos o de largo plazo, también
puede ser apropiada una composicion de liberacion sostenida. La administraciéon de cada uno de los antagonistas en
formulaciones de liberacién controladas es util cuando el antagonista, bien sea solo o en combinacién, tiene (i) un
indice terapéutico estrecho (por ejemplo, la diferencia entre la concentracion en plasma que lleva a efectos laterales
0 reacciones toxicas nocivas y la concentracion en plasma que lleva a un efecto terapéutico es pequefia; en general,
el indice terapéutico TI, se define como la relacién entre la dosis letal media (LDsg) con respecto a la dosis efectiva
media (EDsp)); (ii) una ventana de absorcion estrecha en el tracto gastrointestinal; o (iii) una vida media bioldgica
corta, de tal manera que se requiere una dosificacion frecuente durante un dia con el fin de sostener el nivel de
plasma a un nivel terapéutico.

Pueden perseguirse muchas estrategias para obtener liberacion controlada en la cual la rata de liberacién sobrepase
la rata de degradacién o metabolismo del antagonista terapéutico. Por ejemplo, la liberacion controlada puede
obtenerse mediante la seleccion apropiada de parametros en ingredientes de formulacién, incluyendo, por ejemplo,
composiciones y recubrimientos de liberacion controlada apropiados. Ejemplos incluyen composiciones en tabletas o
capsulas unitarias sencillas o multiple, soluciones oleosas, suspensiones, emulsiones, microcapsulas, microesferas,
nanoparticulas, parches y liposomas. Los métodos para preparar tales formulaciones de liberacion sostenida o
controlada son bien conocidos en la técnica.

Las composiciones farmacéutica incluyen un antagonista de PDGF y/o un antagonista de VEGF o ambos pueden
administrarse también utilizando un dispositivo de administracion de farmacos tales como un implante. Tales
implantes pueden ser implantes biodegradables y/o biocompatibles, o pueden ser implantes no biodegradables. Los
implantes pueden ser permeables o impermeables al agente activo. Los dispositivos de administracion de farmacos
oftdlmicos pueden ser insertados en una camara del ojo, tal como las camaras anterior o posterior o pueden ser
implantados en o sobre la esclera, el espacio coroidal, o una regién no vascularizada exterior al vitreo. En una
realizacioén, el implante puede ser posicionado sobre una regién avascular, tal como sobre la esclera, de tal manera
gue permita una difusion transclerar del farmaco al sitio deseado de tratamiento, por ejemplo, el espacio intraocular y
la macula del ojo. Adicionalmente, el sitio de difusién transclerar puede ser préximo a un sitio de neovascularizacién
tal como un sitio préximo a la méacula.

Como se anotd anteriormente, la invencion divulga la combinacién de composiciones farmacéuticas separadas en
un paguete farmacéutico. La composicion de la invencion puede ser provista como componentes de un paquete
farmacéutico. Al menos dos antagonistas pueden ser formulados juntos o separadamente y en cantidades de
dosificaciones individuales. Los antagonistas de la invencion también son Utiles cuando se formulan como sales. El
paquete farmacéutico, en general, incluye (1) una cantidad del antagonista de PDGF, y un portador, vehiculo o
diluyente farmacéuticamente aceptable en una primera forma de dosificacién unitaria; (2) una cantidad de un
antagonista de VEGF, y un portador, vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable en una segunda forma de en
una segunda forma de dosificacidon unitaria; y (3) un contenedor. El contenedor se utiliza para separar los
componente y puede incluir, por ejemplo, una botella dividida o un paquete de lamina dividido. Las composiciones
antagonistas separadas también pueden si se desea, estar contenidas dentro de un contenedor no dividido
individual. El paquete farmacéutico también puede incluir instrucciones para la administracion de los antagonistas de
PDGF y VEGF separados. El paquete farmacéutico es particularmente ventajoso cuando los componentes
separados se administran en diferentes niveles de dosificacién, o cuando la titulacién de los componentes
individuales de la combinacién es deseada por el médico prescriptor. En una realizacion, el paquete farmacéutico
esta disefiado para dispensar dosis de los antagonistas de PDGF y VEGF uno a la vez en el orden de su uso
pretendido. En otro ejemplo, el paquete farmacéutico esta disefiado para contener filas de un antagonista de PDGF
y un antagonista de VEGF colocadas lado a lado en el paquete, con instrucciones en el paquete para instruir al
usuario de que debe administrar uno de las parejas de antagonistas. Un paquete farmacéutico de ejemplo se
denomina paquete de ampollas que es bien conocido en la industria de empaque farmacéutico.

La invencién provee un antagonista de PDGF y VEGF para uso en métodos para tratar un paciente que asi lo
requiere que esta diagnosticado con, o esta en riesgo de desarrollar in trastorno neovascular ocular, administrando
al paciente un antagonista d PDGF y una antagonista de VEGF, simultaneamente o durante 90 dias uno entre otro,
en cantidades suficientes para tratar el paciente. La invencion involucra la administracion del antagonista de PDGF y
VEGF dentro de aproximadamente 10 dias uno de otro. El antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF pueden
administrarse 5 dias distantes uno de otro. El antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF pueden administrarse
24 horas distantes uno de otro. El antagonista de PDGF y dicho antagonista de VEGF pueden administrarse
simultaneamente.

Efectividad

La supresion de un trastorno neovascular se evalla por cualquier método aceptado para medir si la angiogénesis se
hace mas lenta o disminuye. Esto incluye la observacion directa y la evaluacion indirecta tal como mediante la
evaluacion subjetiva de sintomas o indicadores fisioldgicos objetivos. La eficacia del tratamiento, por ejemplo, puede
evaluarse con base en la prevencion o inversion de la neovascularizacién, microangiopatia, ruptura vascular o
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edema vascular o cualquier combinacion de los mismos. La eficacia del tratamiento para evaluar la supresion de un
trastorno neovascular ocular también puede definirse en términos de estabilizacion o mejora de la agudeza visual.
En la determinacién de la efectividad de una terapia de combinacion particular en el tratamiento o prevencién de un
trastorno neovascular ocular, los paciente también pueden ser evaluados clinicamente por un oftalmélogo varios
dias después de la inyeccion y al menos un mes después justo antes de la siguiente inyeccién. También se ejecuta
mensualmente agudeza visual ETDRS, fotografia kodachrome y angiografia con fluoresceina durante los primeros 4
meses segun lo requiera el oftalmélogo.

Por ejemplo, con el fin de establecer la efectividad de la terapia de combinacion del antagonista PDGF y el
antagonista VEGF para tratar la neovascularizacion ocular, se llevan a cabo estudios que involucran la
administracion bien sea de inyecciones intravitreas singulares o mudltiples de un aptamero de PDGF-Ben
combinacién con un aptamero VEGF-A en pacientes que sufren de neovascularizacion coroidal subfoveal
secundaria a la degeneracién macular relacionada con la edad de acuerdo con métodos estandar bien conocidos en
el arte oftalmolégico. En un estudio de trabajo, pacientes con neovascularizacién coroidal subfoveal (CNV)
secundaria con la degeneracion macular relacionada con la edad (ARM) reciben una inyeccién intravitrea individual
de un aptadmero de PDGF-B y un aptdmero VEGF-A. La efectividad de la combinacion se monitorea, por ejemplo,
mediante evaluacion oftdlmica. Los pacientes que muestran una vision estable o mejorada tres veces después del
tratamiento, por ejemplo, que demuestran un mejoramiento en tres lineas o superior en la vision de la gréfica
ETDRS, se toman como receptores de una combinacion de dosificacion efectiva del aptamero PDGF-B y del
aptdmero VEGF-A que suprime un trastorno neovascular ocular.

En un estudio de trabajo de ejemplo, los pacientes con CNV subfoveal secundaria a la generacion macular
relacionada con la edad y con una agudeza visual pero de 20/200 en la grafica ETDRS reciben una inyeccion
intravitrea individual del aptamero de PDGF-B y del aptAmero de VEGF-A. La dosis de partida es 0.25 mg de cada
antagonista inyectada una vez por via intravitrea. Se prueban también dosificaciones de 0.5 mg, 1, 2 mg y 3 mg de
cada antagonista. También se lleva a cabo un examen oftalmico completo con fotografia de fondo y angiografia con
fluoresceina. El producto farmacéutico de combinacién es una solucion estéril lista para el uso, compuesta del
aptdmeto PDGF-B y el aptdmero VEGF-A disueltos en fosfato de sodio 10 mm e inyeccion de regulador de cloruro
de sodio 0.9% en un cilindro de jeringa de cuerpo de vidrio de 1 cc libre de pir6genos, con un tapdn recubierto unido
a un pistén plastico y una tapa de goma final sobre la aguja de calibre 27 preconectada. Los aptameros de PDGF-B
y VEGF-A se suministran en concentraciones de farmaco de 1 mg/ml, 2.5 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 10 mg/ml o 30
mg/ml para cada aptamero (expresado como contenido de oligonucleétidos) para proveer un volumen de
administracion de 100 pl. Aproximadamente 3 meses después de la inyeccién de los aptameros de PDGF-B y
VEGF-A, se llevan a cabo estudios de agudeza para evaluar la efectividad del tratamiento. Los pacientes que
muestran vision estable o mejorada después del tratamiento, por ejemplo, aquellos que muestran un incremento de
3 lineas o mayor en visién sobre la grafica ETDRS, se toman como receptores de una combinacion de dosificacion
efectiva de los aptdmeros de PDGF-B y VEGF-A que suprime un trastorno neovascular ocular.

Ejemplo
Los siguientes ejemplos ilustran ciertos modos de realizar y poner en practica la presente invencion
Ejemplo 1: neovascularizacion de la cornea (NV de la cérnea)

La neovascularizacion de la cornea es un modelo animal ampliamente usado que permite clarificar la visualizacion
de un crecimiento vascular anormal en el o0jo. Los vasos que crecen en la cornea normalmente avascular pueden
establecerse bien, haciendo este un modelo atractivo para estudiar la regresiéon de los vasos. Para inducir NV en
clrnea experimental, se anestesiaron ratones macho C57BL/6 (18 - 20 g; Charles River, Wilmington, MA) econ
clorhidrato de cetamina intramuscualr (25 mg/kg) y xilazina (10 mg/kg). Se aplic6é topicamente NaOH (2 pl de 0.2
mM). Los epitelios de la cornea y del limbo fueron removidos aplicando un movimiento rotatorio paralelo al limbo
utilizando una cuchilla #21 (Feather, Osaka, Japan). Después de 7 dias, los ratones fueron tratados con inyecciones
intraperitoneales de 25 mg/kg de pegaptanib sodio (Macugen™ (Eyetech Pharmaceuticals. New York, NY), y un
agente anti-VEGF aptamero también conocido como EYEO001) dos veces al dia o por administracion oral de 50
mg/kg de Gleevec® 4-[(4-metilpiperazina-1-il)metil]-N-[4-metil-3-[(4-piridina-3-ilpirimidina-2-il)amino]fenil]-benzamida
(imatinib) ((también conocida como CGP57148B) un inhibidor de tirosina quinasa relacionado con 2-
fenilaminopirimidina anti-PDGF de Novartis Pharma AG, Basel, Suiza) por ingestion dos veces al dia o también
durante 7 dias. En el dia 14 después de la induccién del NV de la cornea, los ratones recibieron 20 ug/g de
concanavalina A lictina acoplada con fluoresceina-isotiocianato (Vector Laboratories, Burlingame, CA) por via
intravenosa mientras se anestesiaban profundamente con clorhidrato de xilaxina y clorhidrato de cetamina. Treinta
minutos después, fueron enucleados los ojos de los ratones y las corneas fueron montadas en disposicion plana. Se
visualiz6 la NV de la cérnea utilizando microscopia de fluorescencia y se cuantifico utilizando el software Openlab. El
porcentaje de cérnea cubierta por vasos fue calculado como un porcentaje del area total de la cérnea.

Se investigaron los efectos del pegaptanib sodio y Gleevec sodio sobre la neovascularizacién de la cornea después
de la aplicacion de NaOH y la lesion de la epitilia del limbus. Los animales tratados con pegaptanib sodio (Macugen)
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mostraron un descenso de 19.6% (p = 0.0014) en el crecimiento de vasos en comparacién con 0jos no tratados y
tratados con Gleevec (Figura 5). Los animales tratados con pegaptanib sodio y Gleevec (Mac + Glee) exhibieron
significativamente menor crecimiento vascular sobre la cornea (35.6% p < 0.0001) en comparacion con los controles
y animales tratados con Gleevec solo (Figura 5). El tratamiento por combinacion también fue mas efectivo que el
pegaptanib sodio (Macugen) en la reduccion del crecimiento de vasos (16% p < 0.0145).

Los resultados de los experimentos de neovascularizacién en cornea representativo se muestran también en las
Figuras 6 y 5. La Figura 6 (D) es una representacion fotografica de una imagen microscopica fluorescente que
muestra la inhibicién efectiva de la formacién de nuevos vasos sanguineos en cérneas tratadas por combinacién
(Mac + Gleevec), en comparacién con tratamientos individuales con Macugen (Figura 6 (C)) o Gleevec (Figura 6
(B)). La Figura 6 (A) es una representacion fotografica de una imagen microscépica con fluorescencia que muestra
el grado de neovascularizacién en una cérnea de control (tratada con PEG). La Figura 7 es una representacion
fotografica de una imagen microscopica con fluorescencia que muestra que los tratamientos individual (7 (A)
(tratados con la PBS) y Figura (B) (tratamiento con Gleevec)) y los tratamientos combinados (Figura 7 (C)) inhibieron
solamente el crecimiento de vasos nuevos y no afectaron los vasos sanguineos ya establecidos. La Figura 7 (D) es
una representacion fotografica de una imagen microscopica con fluorescencia que muestra el grado de
neovascularizacion en una cornea de control (tratada con PEG).

Ejemplo 2: neovascularizacion coroidal (CNV)

La CNV experimental se utiliza constantemente como modelo para degeneracién macular relacionada con la edad
(AMD). En este modelo, los vasos del coroide crecen a través de rupturas en la membrana de Bruch y en la retina,
similares a lo que se observa en los pacientes con AMD. Para inducir CNV experimental, se anestesiaron C57BL/6
(18 - 20 g; Charles River, Wilmington, MA) con clorhidrato de cetamida intermuscular (25 mg/kg) y xilazina (10
mg/kg) y las pupilas se dilataron con tropicamida al 1%. Se generaron 4 quemaduras utilizando fotocoagulacion por
laser de diodos (tamafio de punto 75 pm, duracién 0.1 segundos, 90 mW, laser Oculight SL, y IRIDEX, Mountain
View, CA) y con una cubierta sostenida con la mano como lente de contacto. Quemaduras localizadas en las
posiciones 3, 6, 9y 12 horas del limite posterior de la retina. La produccién de una burbuja en el momento del laser,
lo que indica la ruptura de la membrana de Bruch es un factor importante en la obtencién de la neovascularizacion
coroidal, de tal manera que solo los ratones en los cuales se produjo burbuja para todas las cuatro quemaduras
fueron incluidos en el estudio. Después de 7 dias, los ratones tratados con inyecciones intraperitoneales de 25
mg/kg de pegaptanib sodio dos veces al dia 0 50 mg/kg de Gleevec®/STI57 (Novartis Pharma AG, Basilea, Suiza)
por ingestién dos veces al dia o ambos durante 7 dias. En experimentos que utilizaban APB5 (un anticuerpo de
PDGFRb (CD140b) antirratén (agente anti-PDGF) de eBioscience, San Diego, CA), 5 mg/kg de anticuerpo fueron
administrados utilizando inyecciones intraperitoneales dos veces al dia. El area de las lesiones coroidales NV fue
medida en un coroide montaje plano tefliido con PSAM. Los montajes en plano fueron examinados por microscopia
con fluorescencia y cuantificados utilizando el software Openlab.

Los ojos tratados con pegaptanib sodio (Macugen™) mostrado en un 24% (p = 0.007) de descenso en el area de
CNV en comparacion con los controles no tratado (Figura 8). En contraste, los ojos tratados con APBS no fueron
significativamente diferentes de los controles (6.5% de descenso en el area de CNV en comparacion con el control).
Los ojos tratados tanto con pegaptanib sodio como con APB5 mostraron un area de CNV significativamente menos
(46% p = 0.001) en comparacién con los ojos de control o con ojos tratados bien sea pegaptanib sodio (22% p =
0.0011) o APB5 (39.5% p < 0.0001) solos (Figura 8).

Se observd una tendencia similar cuando se utiliza el inhibidor PDGFRp. Los ojos tratados con Gleevec® no
mostraron una diferencia significativa con los ojos de control (4.2%) (Figura 9). El area de CNV en ojos tratados con
pegaptanib sodio (Macugen™), sin embargo, era significativamente diferentes a los de los controles (27% menos p =
0.0034). De forma importante, los animales tratados con pegaptanib sodio y Gleevec (Macugen + Gleevec)
exhibieron la menor cantidad CNV (46% p < 0.0001) en comparacion con ojos de control y un descenso del 19% en
el area de CNV en comparacion con los ojos tratados solamente con pegaptanib sodio (p = 0.0407) (Figura 9).

Ejemplo 3: modelo de ratones neonatos

El efecto de administrar pegaptanib sodio (Macugen™) y ARC-127 (Archemix Corp., Cambridge, MA), se investigd
un aptdmero anti-PDGF PEGilado, que tiene la secuencia CAGGCUACGN CGTAGAGCAU CANTGATCCU GT
(SEQ ID NO: 23, que corresponde a SEQ ID NO: 146 de la Patente de los Estados Unidos No. 6.582.918) que tiene
2'-fluoro-2’-desoxiuridina en las posiciones 6, 20 y 30, 2’-fluoro-2’-desoxicitidina en las posiciones 8, 21, 28, y 29, 2’-
O-Metil-2’-desoxiguanosina en las posiciones 9, 15, 17, y 31, 2’-O-Metil-2’-desoxiadenosina en la posiciéon 22, “N” en
las posiciones 10 y 23 de una hexaetilen glicol fosforamidita, y una orientacién invertida T (esto es, enlazada 3’-3’)
en la posicion 32, o ambas sobre los vasos en desarrollo de la retina. Se inyectaron diariamente ratones neonatos
C57BL/6 (en la cavidad intraperitoneal) con 100 ug de ARC-127 d 100 ug de Macugen o ambos, partiendo en el dia
postnatal 0 (PO). Los ojos de los ratones fueron enucleados en P4. Se visualizd la vasculatura retinal en retinas
montadas en plano por inmunotincion con PECAM y NG-2 o por perfusién con ConA-FITC y se analizaron por
microscopia de fluorescencia.
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La inyeccién de ARC-127 bloqued completamente el reclutamiento de células murales en los vasos en desarrollo de
la retina. Ademas, se observd menos crecimiento de vasos en P4 en comparacién con las retinas de control no
tratadas. En contraste, el Macugen no interfirié con el desarrollo normal de los vasos sanguineos. Sin embargo, los
ratones tratados tanto con Macugen como con ARC-127 exhibieron efector similares pero significativamente mas
severos que los ratones tratados con ARC-127 solos.

Estos resultados, representados en la Figura 10, muestran que el Macugen no tiene efectos sobre los vasos
sanguineos de la retina en desarrollo. El antagonista de PDGFR-B ARC-127 afecta el crecimiento hacia fuera y la
morfologia de los vasos. Sin embargo, el Macugen en combinacién con ARC-127 afecta los vasos sanguineos mas
severamente que cualquiera de ellos solo.

Ejemplo 4: terapia de combinacién con aptamero anti-PDGF y anticuerpo anti-VEGF

En este ejemplo, se demuestra la efectividad de una terapia de combinacién utilizando aptameros anti-PDGF y un
anticuerpo anti-VEGF utilizando el modelo de neovascularizacién de cérnea descrito anteriormente. Para inducir la
NV en coérnea experimental, se anestesiaron ratones machos C57BL/6 (18 - 20 g; Charles River, Wilmington, MA)
con clorhidrato de cetamina intramuscular (25 mg/kg) y xilazina (10 mg/kg), se aplic6 NaOH (2 pl de 0.2 mM)
tépicamente. Los epitelios de la cérnea y del limbo se retiran aplicando un movimiento rotatorio paralelo al limbo
utilizando cuchilla #21 (Feather, Osaka, Japén). Después de 7 dias, los ratones se tratan con inyecciones
intraperitoneales de 25 mg/kg de un aptamero anti-PDGF que tiene la estructura de 40 Kd PEG-5-CAG-
GCTACGCGTAG-AGCATCATGATCCTG(iT)-3’ (en la cual iT representa que el nucleétido final esta en la orientacion
invertida (enlazado 3’-3’)) en combinacion con 100 pg del anticuerpo anti-VEGF 2C3 descrito en la Patente de los
Estados Unidos No. 6.342.221. En el dia 14 después de la induccion NV de la cérnea los ratones recibieron 20 ug/g
de concanavalina A lectina acopada con fluoresceina-isotiocianato (Vector Laboratories, Burlingame, CA) por via
intravenosa mientras que se anestesiaron profundamente con clorhidrato de xilazina y clorhidrato de cetamina.
Treinta minutos después, los ojos de los ratones fueron enucleados, y las cérneas se montaron en plano. La NV de
la cornea se visualiza utilizando microscopia de fluorescencia y se cuantifica utilizando el software Openlab. El
porcentaje de cérnea cubierto por vasos se calcula como porcentaje del &rea de cérnea total. Los resultados
demuestran la eficacia de la terapia de combinacion sobre tratamientos individuales con el aptdmero anti-PDGF o el
anticuerpo anti-VEGF solos.

En experimentos separados, los efectos de los dos aptameros anti-PDGF fueron probados en combinacion con 100
pHg del anticuerpo anti-VEGF 2C3 descrito en la Patente de los Estados Unidos No. 6.342.221. Las versiones
PEGiladas y no PEGiladas de los siguientes dos aptameros anti-PDGF se prueban: (i) CAG- GCUACGN
CGTAGAGCAU CANTGATCCU GT (SEQ ID NO: 23, la cual corresponde a SEQ ID NO: 146 de la Patente de los
Estados Unidos No. 6.562.918) que tiene 2’-fluoro-2’-desoxiuridina en las posiciones 6, 20 y 30, 2’-fluoro-2’-
desoxicitidina en las posiciones 8, 21, 28, y 29, 2’-O-Metil-2’-desoxiguanosina en las posiciones 9, 15, 17,y 31, 2’-
O-Metil-2’-desoxiadenosina en la posicion 22, “N” en las posiciones 10 y 23 de una hexaetilen glicol fosforamidita, y
una orientacion invertida T (esto es, enlazada 3’-3’) en la posicion 32; y (i) CAGGCUACGN CGTAGAGCAU
CANTGATCCU GT (véase SEQ ID NO: 87 de la Patente de los Estados Unidos No. 5.723.594) que tiene O-metil-2-
desoxicitidina en C en la posicién 8, 2-O-metil-2-desoxiguanosina en Gs en las posiciones 9, 17 y 31, 2 -O-metil-2-
desoxiadenina en A en la posicion 22, 2-0-metil-2-desoxiuridina en la posicion 30, 2-fluoro-2-desoxiuridina en U en
Is posiciones 6 y 20, 2-fluoro-2-desoxicitidina en C en las posiciones 21, 28 y 29, un espaciador de pentaetilen glicol
fosforoamidita en N en las posiciones 10 y 23, y una orientacion invertida T (esto es, enlazada 3'-3’) en la posicion
32. Se proveen controles adecuados para detectar en efecto antineovascular mejorado de la terapia de combinacion
sobre los tratamientos con el aptamero anti-PDGF o el anticuerpo anti-VEGF. Los resultados demuestran la eficacia
de la terapia de combinacion con respecto a los tratamientos individuales con el aptdmero anti-PDGF o el anticuerpo
anti-VEGF solos.

Ejemplo 5: la combinacién del aptdmero anti-PDGF y el aptdmero anti-VEGF bloquea la neovascularizacion coroidal
(CNV)

En este ejemplo, se demuestra la efectividad de una terapia de combinacion que utiliza aptameros anti-PDGF y
aptameros anti-VEGF en el bloqueo de la neovascularizacion coroidal usando el modelo de neovascularizacion
coroidal descrito anteriormente. La CNV experimental se utiliza frecuentemente con un modelo para la degeneracion
macular relacionada con la edad (AMD). En este modelo, los vasos del coroide crecen a través de rupturas en la
membrana Bruch y hacia la retina, similar a lo que se observa en los pacientes con AMD. Para inducir CNV
experimental, se anestesiaron ratones machos C37BL/6 (18 - 20 g; Charles River, Wilmington, MA) con clorhidrato
de cetamina (25 mg/kg) y xilazina (10 mg/kg ) intramusculares y las pupilas se dilatan con tropicamida al 1%. Se
generan 4 quemaduras utilizando fotocouagulacion por laser de diodos (tamafio de puntos 75 um, duracién 0.1
segundos, 90 mW, laser Oculight SL, IRIDEX, Mountain View, CA) y una cubierta sostenida con la mano como lente
de contacto. Las quemaduras se localizaron en las posiciones 3, 6, 9 y 12 horas del limite posterior de la retina. De
la produccion de una burbuja en momento del laser, lo cual indica la ruptura de la membrana de Bruch, es un factor
importante en la obtencién de la neovascularizacién coroidal, de tal manera que solamente los ratones en los cuales
se produjo una burbuja para todas las 4 quemaduras se incluyen en el estudio. Después de 7 dias, los ratones se
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tratan con inyecciones intraperitoneales de 25 mg/kg de pegaptinib sodio dos veces al dia. En los experimentos que
utilizaron el aptamero anti-PDGF, se coadministran25 mg/kg del aptdmero anti-PDGF que tiene la estructura de 40
Kd PEG-5-CAGGCTACGCGTAGAGCATCATGATCCTG(iT)-3 (en la cual iT representa que el nucleétido final esta
en la orientacion invertida (enlazado 3’-3’)) con pegaptanib sodio. El area de las lesiones NV coroidales se mide en
un coroide montado en plano tefiido con PECAM. Los montajes en plano se examina por microscopia de
fluorescencia y se cuantifican utilizando software Openlab. Los resultados demuestran que los ojos tratados con la
terapia de combinacion muestran significativamente menor area de CNV en comparacién con los ojos de control o
con ojos tratados con pegaptanib sodio o con el aptamero anti-PDGF solo.

En experimentos separados, se probaron los efectos de 2 aptameros anti-PDGF relacionados en combinacién con el
tratamiento anti-VEGF por inyecciones intraperitoneales de 25 mg/kg de pegaptinib sodio dos veces al dia. Se
probaron versiones PEGiladas y no PEGiladas de los siguientes dos aptameros anti-PDGF: (i) CAGGCUACGN
CGTAGAGCAU CANTGATCCU GT (SEQ ID NO: 23, la cual corresponde a SEQ ID NO: 146 de la Patente de los
Estados Unidos No. 6.582.918) que tiene 2’-fluoro-2’-desoxiuridina en las posiciones 6, 20 y 30, 2’-fluoro-2’-
desoxicitidina en las posiciones 8, 21, 28, y 29, 2’-O-Metil-2’-desoxiguanosina en las posiciones 9, 15, 17,y 31, 2’-O-
Metil-2’-desoxiadenosina en la posicion 22, “N” en las posiciones 10 y 23 de una hexaetilen glicol fosforamidita, y
una orientacion invertida T (esto es, enlazada 3’-3’) en la posicion 32; y (i) CAGGCUACGN CGTAGAGCAU
CANTGATCCU GT (véase SEQ ID NO: 87 de la Patente de los Estados Unidos No. 5.723.594) que tiene O-metil-2-
desoxicitidina en C en la posicién 8, 2-O-metil-2-desoxiguanosina en Gs en las posiciones 9, 17 y 31, 2-O-metil-2-
desoxiadenina en A en la posicién 22, 2-O-metil-2-desoxiuridina en la posicion 30, 2-fluoro-2-desoxiuridina en U en
las posiciones 6 y 20, 2-fluoro-2-desoxicitidina en C en las posiciones 21, 28 y 29, un espaciador de pentaetilen
glicol fosforamidita en N en las posiciones 10 y 23, y una orientacion invertida T (esto es, enlazada 3'-3’) en la
posicion 32. Se proveen controles apropiados para detectar el efecto antineovascular mejorado de la terapia de
combinacion sobre los tratamientos individuales con el aptdmero anti-PDGF o aptdmero anti-VEGF. Los resultados
demuestran la eficacia de la terapia de combinacion en el bloqueo de la neovascularizacion coroidal con respecto a
los tratamientos individuales con cualesquiera de los aptdmeros anti-PDGF o el aptdmero anti-VEGF solos.

Ejemplo 6: Regresién de la neovascularizacion de la cérnea (NV de cornea)

El modelo de NV de cdrnea del Ejemplo 1 fue usado para investigar la combinacién de un aptamero anti-VEGF y un
aptamero anti-PDGF. Después de 10 dias, los ratones fueron tratados con inyecciones intraperitoneales de 25
mg/kg de pegaptanib sodio (Macugen™, Eyetech Pharmaceutical, New York, NY), un agente aptamero anti-VEGF,
dos veces al dia y/o de 50 mg/kg de ARC-127 (Archemix Corp., Cambridge, MA) un aptamero anti-PDGF que tiene
la estructura de 40Kd PEG-5-CAGGCTACGCGTAGAGCATCAT-GA-TCCTG(iT)-3’ (en el cual iT representa que el
nucleétido final esta en la orientacion invertida (enlazado 3'-3’)) una vez al dia durante 10 dias. En el dia 20 después
de la induccion del NV de la cérnea, se enuclearon los 0jos, y las cdrneas se montaron en plano. El NV de cérnea
fue visualizado utilizando tincion CD31 (BD Biosciencie Pharmingen, San Diego, CA) y se cuantificé utilizando
software Metamorph. El porcentaje de cdrnea recubierto por vasos fue calculado como porcentaje del area total de la
cornea.

Los efectos del pegabtanib sodio y/o ACR-127 en la regresion de la neovascularizaciéon de la cérnea después de la
aplicacion de NaOH vy la lesion de las epitileas del limbo y la cérnea se presenta en las Figuras 11 y 12. Los
animales tratados con ARC-127 no mostraron un descenso significativo en el crecimiento de vasos en comparacion
con el control en el dia 20. Los controles en el dia 20 mostraron un incremento del 12.92% en la neovascularizacion
de la cérnea en comparacion con los controles a 10 dias. Los animales tratados con pegaptanib sodio (Macugen)
solo mostraron un 13.81% (p < 0.016) como descenso en el crecimiento de vasos en comparacion con los controles
a 20 dias. Los animales tratados con pegaptanib sodio y ARC-127 exhibieron un crecimiento neovascular
significativamente menor sobre la cérnea (26.85%, p < 0.002) en comparacién con el control.

Ejemplo 7: regresion de la neovascularizacion de la cérnea (NV de cérnea)

El modelo NV de cérnea del Ejemplo 1 fue utilizado para investigar la combinacién de un aptamero anti-VEGF y un
anticuerpo contra el receptor PDGFB. Después de 14 dias, los ratones fueron tratados con inyecciones
intraperitoneales de 25 mg/kg de pegaptanib sodio (Macugen, como un agente aptamero anti-VEGF) dos veces al
dia y/o por administracion oral de 50 mg/kg de APB5 (un anticuerpo policlonal contra el receptor de PDGFB) por
ingestion dos veces al dia durante 14 dias. En el dia 28 después de la induccion de NV de la cornea, los ratones
recibieron 20 pg/g de concavalina A lectina acoplada con isotiocianato de fluoresceina (Vector Laboratories,
Burlingame, CA) por via intravenosa mientras eran anestesiados profundamente con clorhidrato de xilazina y
clorhidrato de cetamina. Treinta minutos después, los ojos de los ratones fueron enucleados, y las cérneas se
montaron en plano. El NV de cérnea fue visualizado utilizando microscopia de fluorescencia y cuantificado utilizando
el software Openlab. El porcentaje de cérnea cubierto por vasos fue calculado como porcentaje del area de cérnea
total.

Los efectos del pegaptanib sodio y/o APB5 sobre la regresion de la neovascularizacion de la cérnea después de la
aplicacion de NaOH y de la lesién a las epitilias del limbo y la cérnea se representan en la Figura 13. Los animales
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tratados con pegaptanib sodio (Macugen) muestran un descenso de 8.3% en el crecimiento de vasos en
comparacion con los animales de control tratados con pegaptanib sodio en comparacion con el control. Los animales
tratados con pegaptanib sodio y APB5 exhibieron un crecimiento neovascular significativamente menor sobre la
cérnea (21.4%) en comparacion con el control.

Ejemplo 8: regresion de la neovascularizacion en cornea (NV de cérnea) (orden de adicién del agente terapéutico)

El modelo NV de coérnea del Ejemplo 1 fue utilizado para investigar el efecto del orden de adiciéon de la terapia de
combinacién utilizando un aptamero anti-VEGF y un anticuerpo contra el receptor de PDGFB. Después de 14 dias,
los ratones fueron tratados con inyecciones intraperitoneales de 25 mg/kg de pegaptanib sodio (Macugen, un agente
aptamero anti-VEGF) dos veces al dia durante un dia y/o por administracion oral d 50 mg/kg de APB5 (eBioscience,
San Diego, CA), un anticuerpo policlonal contra el receptor de PDGFB, por ingestion, dos veces al dia durante 7 dias
en puntos de tiempo diferentes. En el dia 28 después de la induccién de NV de la cérnea, los ratones recibieron 20
Hg/g de concavalina A lectina acoplada con isotiocianato de fluoresceina (Vector Laboratories, Burlingame, CA) por
via intravenosa mientras eran anestesiados profundamente con clorhidrato de xilazina y clorhidrato de cetamina.
Treinta minutos después, los ojos de los ratones fueron enucleados, y las cérneas fueron montadas en plano. Se
visualizo el NV de la cornea utilizando la microscopia de fluorescencia y se cuantificé utilizando el software Openlab.
El porcentaje de cérnea cubierto por vasos fue calculado como porcentaje del area total de cérnea y los resultados
se representan en la Figura 14.

Los efectos de pegaptanib sodio solo desde el dia 21 - 28 o APB5 solo desde el dia 14 - 21 seguidos por ausencia
de tratamiento mostraron un efecto pequefio en comparaciébn con el control sobre la regresion de la
neovascularizacion de la cérnea después de la aplicacién de NaOH y la lesion a los epitelios del limbo y cérnea. Los
animales tratados con APB5 desde el dia 14 - 21 y pegaptanib sodio desde el dia 21 - 28 exhibieron menor
crecimiento neovascular sobre la cérnea (13.4%) en comparacion con el control.
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REIVINDICACIONES

1. Una combinacién de un antagonista de PDGF y un antagonista de VEGF para uso en un método para el
tratamiento o prevencion de un trastorno neovascular ocular, donde el antagonista de PDGF es 4-[(4-
metilpiperazina-1-il)metil]-N-[4-metil- 3-[(4-piridina-3-ilpirimidina-2-il)amino]fenillbenzamida (imatinib), y el antagonista
de VEGF es pegaptanib o una sal del mismo, en donde el antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF son para
administracion simultdnea o secuencial.

2. Una combinacién de un antagonista de PDGF y un antagonista de VEGF para uso en un método para el
tratamiento o prevenciéon de un trastorno neovascular ocular, en donde el antagonista de PDGF es un anticuerpo
anti-PDGF o un tratamiento de enlazamiento del mismo, y el antagonista de VEGF es pegaptanib o una sal del
mismo, en donde el antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF son para administracién simultdnea o
secuencial.

3. Una combinacién de un antagonista de PDGF y un antagonista de VEGF para uso en un método para el
tratamiento o prevencion de un trastorno neovascular ocular, en donde el antagonista de PDGF es un aptamero anti-
PDGF PEGilado o no PEGilado que tiene la secuencia CAGGCUACGN CGTAGAGCAU CANTGATCCU GT, en
donde las posiciones 6, 20 y 30 son 2'-fluoro-2’-desoxiuridina, las posiciones 8, 21, 28 y 29 son 2'-fluoro- 2'-
desoxicitidina, las posiciones 9, 15, 17 y 31 son 2'-O-Metil-2’-desoxiguanosina, la posicion 22 es 2’-O-Metil-2’-
desoxiadenosina, “N” en las posiciones 10 y 23 es de hexaetilen glicol fosforamidita y la posicion 32 esta enlazada
3-3’, o un aptamero anti-PDGF pegilado o no pegilado que tiene la secuencia CAGGCUACGN CGTAGAGCAU
CANTGATCCU GT, en donde la posicion 8 es O-metil-2-desoxicitidina, las posiciones 9, 17 y 31 son 2-O-metil-2-
desoxguanosina, la posicion 22 es 2-O-metil-2-desoxiadenina, la posicion 30 es 2-O-metil-2-desoxiuridina, las
posiciones 6 y 20 son 2-fluoro-2-desoxiuridina, las posiciones 21, 28 y 29 son 2-fluoro-2-desoxicitidina, “N” en las
posiciones 10 y 23 es un espaciador de pentaetilenglicol y la posicidon 32 esta enlazada 3’-3’, y el antagonista de
VEGF es pegaptanib o una sal del mismo, en donde el antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF son para
administracion simultanea, separada o secuencial.

4. Una combinacién de un antagonista de PDGF y un antagonista de VEGF para uso en un método para el
tratamiento o prevencién de un trastorno neovascular ocular, en donde el antagonista de PDGF es un aptamero anti-
PDGF pegilado o no pegilado que tiene la secuencia CAGGCUACGN CGTAGAGCAU CANTGATCCU GT, en donde
las posiciones 6, 20 y 30 son 2’-fluoro-2’-desoxyuridina, las posiciones 8, 21, 28 y 29 son 2’-fluoro-2’-desoxicitidina,
las posiciones 9, 15, 17 y 31 son 2’-O-Metil-2’-desoxiguanosina, la posicion 22 es 2’-O-Metil-2’-desoxiadenosina, “N”
en las posiciones 10 y 23 es de hexaetilen glicol fosforamidita y la posicion 32 esta enlazada 3’-3’,0 un aptamero
anti-PDGF pegilado o no pegilado que tiene la secuencia CAGGCUACGN CGTAGAGCAU CANTGATCCU GT, en
donde la posicién 8 es O-metil-2-desoxicitidina, las posiciones 9, 17 y 31 son 2-O-metil-2-desoxiguanosina, la
posicion 22 es 2-O-metil-2-desoxiadenina, la posicion 30 es 2-O-metil-2-desoxiuridina, las posiciones 6 y 20 son 2-
fluoro-2-desoxiuridina, las posiciones 21, 28 y 29 son 2-fluoro-2-desoxicitidina, “N” en las posiciones 10 y 23 es un
espaciador de pentaetilen glicol y la posiciéon 32 esta enlazada 3’-3’, y el antagonista de VEGF es un anticuerpo o
fragmento de enlazamiento del mismo, en donde el antagonista de PDGF y el antagonistas de VEGF son para
administracion simultanea, separada o secuencial.

5. Una combinacién de un antagonista de PDGF y un antagonista de VEGF para uso en un método para el
tratamiento o prevencién de un trastorno neovascular ocular, en donde el antagonista de PDGF es un aptamero anti-
PDGF peligado que tiene la secuencia CAGGCUACGN CGTAGAGCAU CANTGATCCU GT, en donde las
posiciones 6, 20 y 30 son 2’-fluoro-2’-desoxiuridina, las posiciones 8, 21, 28 y 29 are 2’-fluoro-2’-desoxicitidina, las
posiciones 9, 15, 17 y 31 son 2’-O-Metil-2’-desoxiguanosina, la posicién 22 es 2’-O-Metil-2’-desoxiadenosina, “N” en
las posiciones 10 y 23 es de hexaetilenglicol fosforamidita y la posicién 32 esta enlazada 3’- 3’, y el antagonista de
VEGF es un anticuerpo o fragmento de enlazamiento del mismo, el antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF
son para administracion simultanea, separada o secuencial.

6. La combinacién del antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF para uso en un método de cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 5 las cuales son formuladas separadamente como medicamentos, en donde los
antagonistas se definen como en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

7. La combinacion del antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF para uso en un método de cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 5 las cuales estan formuladas en un medicamento individual, en donde los antagonistas
son como se definen en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

8. La combinacién del antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF para uso en un método de cualquiera

de las reivindicaciones 2, 6 o 7, en donde el antagonista de PDGF es un anticuerpo anti-PDGF-B o un fragmento de
enlazamiento del mismo.
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9. La combinacion del antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF para uso en un método de una
cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, en donde el antagonista de VEGF es un anticuerpo anti-VEGF-A o un
fragmento de enlazamiento del mismo.

10. La combinacion del antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF para uso en un método de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, 0 6 a 8, en donde el antagonista de VEGF es pegaptanib sodio.

11. La combinacién del antagonista de PDGF y el antagonista de VEGF para uso en un método de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el trastorno neovascular ocular es retinopatia
esquémica, neovascularizacion del iris, neovascularizacién intraocular, degeneracion macular relacionada con la
edad, neovascularizacion de la cérnea, neovascularizacién de la retina, neovascularizacién coroidal, isquémia retinal
diabética o retinopatia diabética proliferativa.

12. Una combinacion de un antagonista de PGF y un antagonista de VEGF para uso en un método para el
tratamiento o prevencién de un trastorno neovascular ocular, en donde el antagonista de PDGF es un anticuerpo o
un fragmento de enlazamiento del mismo y el antagonista de VEGF es un anticuerpo o un fragmento de
enlazamiento del mismo.
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Ei 1080 S in de acid \fico de PDGE-E

ol

121

181

241

01

361

421

481

60l

661

121

781

B41

801

36l

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

CCCTGCCTGE
GGCOGCCAGE
TACGCGCGCA
AAARCCGGALG
COGGECGAGCGE
CCAGCCGAGC
CCGCCGCCAG
CTCCCTGCCC
GGRAGACTTGGE
ARATGTTGCA
GACGAACCAT
CCACACGGCT
TCGGGCTCGE
COTGOOCCCC
CCGCGGCTEE
CCCCAGCCCC
CEGEECCEGEE
CTACCTGCGT
GAGTGACCAC
AGAGGARBGAT
GGAGAGCTTG
GATCGCCGAG
CRCCARCGCC

CTGUAACAAC

CTCCCTGCGE
GCCCATTTTT
RARARAGGAAAA
CRGCCGCAGE
GCGGGCAGAC
GOGCAGOGGE
GGCGCACACG
GGGT&ETCGﬁ
GCCTTGAGET
AAAAAEC*HA
CGACTEOCGET
AGACGCCTCG
GATCCGCCCA
AGCGACGGAG
AGAGGCCTGA
CCACCCTGEC
CCCGGAGTCG
CTGGTCRAGCG
TCGATCOGET
GGGGCCGAGT
GCTCGTGGRA
TGCAAGROGC
AACTTCCTLG

CGCAMIGTGO

ACCCGCAGCC
CATTCCCTAG
LEVER LA
TCGCAGCTCG
GGACCGACGG
CACGCCGCGT
CTCCOGCOCC
GCTGCCGTTG
GCCCAGCTCC

GCCGGCGGEEE

GenBan

TCCCCOGCTG
ATAGAGATAC
ARGCCCACCOC
CAGCCCGCAG
ACTCGCGECCG
GCGCGGAGLTA
CCTACCCGGE
CAAAGCCARC
GCGCTTTCCG

AGAGGARANC

GTTCCTTITC

GCTGGTTOGC

GGTAGCGGOC

CCGGEEGCCEE

GCGCCTGRTC

COOGEGEGEGE

GCATGAATCGE

CCGAGGGGGA

CCTTTGATGA

TGEACCTGAR

GRAGGAGCCT

GCACCGRGGT

TGTGGCOGCT

AGTGLCCGCCC

CTCTTGGERGSE

GACGCAGOCC

TCGGACCCAG

GGGCEGLGEE

GOCGCGEACT

GOGCGCTOGR

CTGCTGEGECG

CCCCATTOCC

TCTCCAACGT

CATGACCCGE

GGETTCCCTS

GTTCGAGATC

CTGTGTGGRAG

CACCCAGGTG

42

ceession No. X0Z8I1

CCTCCCTAGS

TTTGCGEGCR

TCCAGCCTCG

COCGCAGRGG

CETCORCCTG

GLCGTGOCCG

CCGGGOGEGA

TTTGGAAMLR

ATTTTGGGGE

GCCTGTAGCC

TTEGAGTCCC

CCOCGGCOGTG

GTCCTGCGCC

GCCGLGGGECER

CEAGCCGRGC

TCTRCGCGTT

CTCTTCCTGT

GAGGAGCTTT

CTGCTGUACE

TCCCACTCTS

ACCATTGCTG

TCCCGEOGIT

GTGCAGCGET

CAGCTGUGAC

I

GCTCCCCTCC
CRACRACATACA
CTGCARAGAG
ACGCCCRAGAG
TCGGECCGEET
COGOCCEGET
GTTTGCACCT
GTTTTTTGGEG
CCTTTCCAGR
GGCGAGTGAR
CTGEECECCC
GATGCTGCAC
CAGGTCCTCC
TGCGGGTGAG
CCACCCCCCT
CGLELCCCCE

CTCTCTGECTG
ATGAGATGCT
GAGACCCCGG
GAGGCGAGCT
AGCCGGCCAT
TCATAGRCCG
GCTCCGGCTG

CTGTCCAGGT
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GRGARAGATC
AGACCACCTG
GEEGGETTCC
GCGAGTCCGE
GECACTGRAAG
ATTTAATATG
CCTCGTCCGT
ACGTGTCCGT
GCAGCTCARG
GAACTTGGGA
CTTCCCCTGC

AGGACCTCTC

GAGATTGTGC
GCATGCAAGT
CRGGRGCAGC
CGGCCCCCCA
GRGACCCTTG
GTATTTGCTG
CTGTCTCGAT
CCACCCTTCC
BAGAAAARGR
TAAGAGTGTG
ACCTGGOCTG

AGCATAGCCT

ES 2 388

GGRAGARMGCC
GTGAGACAGT
GAGCCARRRAC
AGGGCAAGCA
GAGCCTAGEG
TATTGCCCCC
GCCTGATTCG
ATCAGCGGGET
AGGACTGRARMC
AGAGAGARCTG
GGCCACACCT

GCCTGATCCC

138 T3

RATCTTTAAG
GGCAGCTGCA
GCCCCRAACT
CCGGARATTC
GCATCGGCRG
ATGGGGCCTT
GRCGGCCAAT
CTCCTCCCAG
TCCATCGCCR
ATGEGGTCGC
GRGCGCTGTG

TGAACCC

43

ARGGCCRCGG
CGGCCTGTGA
CGGGTGRACCA
AAGCACACGC
GARGAGTGTGT
GGAGTAGATA
GGTGCCTCCC
CGGCCTCCGE
TCTTCTTCCE
TCTTTGGGGE

GACTGTCCTG

TGACGCTGGR
COCGARGCOCC
TTCGGACGGET
ATGARCARGAC
GGGCAGGETT
ATATTGTTTC
CCACCCCTCC
CTCTTGCCCA
TTAAMCTCCRAA
ARACGGGETTC

AGGRGCCCTG
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1 MHRCWALFLS LOCYLRLVSA EGDPIPEELY EMLSDHSIRS FDDLORLLHG DPGEEDGAEL
61l DLHMTRSHSG GELESLARGHE BSLGSLTIAE PAMIAECHKTE TEVFEISREL IDRTHAMELWY °
121 WPPCVEVQRC SGCOCHMENVY CREPTOVOLRF VOVRKIEIVR EEPIFFEFEATV TLEDHLACKT
181 ETVAMARFVT RSPGGSOQEQR AKTPQTRVTI RTVRVRRPDK GKHRKFKHTH DETALKETLG

241 A
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Figura 1{C) Scucncia de acido nuclcico de PDGF-8 {GenBank Accession No. X06374) (SEQ [D NO:; 11)

6l

121

181

241

30l

361

421

481

541

a0l

661

721

TBL

d41

201

961

1021

1081

TTCTTGGGGE

COCGGLGGAGT

CCCGCCCTLD

GCGGCGCGCA

CTECTCGOOG

GCTCCOTARG

CGCGLCTCGD

CCTECTECTC

CCGCGAGETG

ACTCCTGGAG

CGGGEGTOCAC

AAGCATCGAG

TCGGAGTCAG

GARACGCTGE

CCRCCGCAGC

AGTCCAGETE

GGATTRATCGGE

CATGGATGTA

TGTECGGTCT

TGATGTCCGC

GAGLGLGGLG

GCCCCTTCCG

CTCCCTGTTT

GECGOCETOC

GGATGGTACT

CTCTCCTCOG

CTCGECTGOG

ATCGAGAGGC

ATAGACTCCG

GOCACTAAGC

GRAGCTGTCC

GTCGACCCCA

ACCGGCTGCT

GTCAAGGTGG

AGGTTRAGAGE

GAAGAGGACH

CATGGCGETGT

TTGTTCTCCT
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AARTATGCAG

GCGGCCAGTR

TCCCCACCCC

CTCCTCCTCC

GLCAGCTCCG

GARTTTCGLC

AGCAGCCAGC

GATACCTCEC

TGGCCCGCAG

TAGGGAGTGR

ATGTGCCCGA

COGCTGTCTG

CGTCCGCCRA

GLAACRCGRG

COCAAGGTGGA

AGCATTTGGAR

CGGATGTGMG

TACATTCCTG

CCGTGRARRR

AATTACCGGC

CCLGGAACGT

CTACCCGGCG

TGGCTGECEC

TGCTCCCCGE

GCCACAGGAG

GCUTCGGGAC

CCATGTTCTG

TCAGATCCAC

GGATTCTTTG

GAAGCGELCC

CARGRCCAGE

CTTCCTGATC

CAGTGTCAAG

ATACGTCAGG

GTGCGCCTGC

GTGAGGATGR

AACCTACTAT

CTGTGTCCGA

45

CeGEETOCGCTC
ACCGAGLGRARG
GCCCAGGRLG
TGCCTGECCTC
GCCRACCCTCC
ACCGGCTGGA
GOGATGAGGA
GCCGAGGRAG
RGCATCCGGE
GACACCAGCC
CTGCCCATTC
ACGGTCARTTT
TGGCCCLCGT
TGCCAGCCCT
AAGRAGCCAA
GCGRACCACAR,
GUCGUCRGCOC
GTACGGTGCT

GAACRCTCGG

CTGAAGCCAG
ARGCCCAGCC
CTCCCCGGET
TCCGCRCTCA
TCOGGGOCGT
GOGDCCGoCC
CCTTGGCETTG
COGRGRTCCC
ACCTCCAGCS
TGAGAGCTCA
GEAGERAGAG
AEGRGHTTCC
GCGTGGAGET
COCGEGTCCA,
ARTTREARGH
GCCTGRATCC
TTTCCTGGEA
TTATTGCCAG

GRGAACRRARG



1141

1201

1261

1321

1381

Laql

1501

L1561

1621

léBl

1741

1801

1861

1921

1981

2041

210

2161

2221

2281

AGACRGTGCR

GTAAGARGCT

AATGACARAR

CCGTGGGATG

GCTTTTTTGE

CTCTGCAGGG

CACACCTCCT

TTTTTTTTIT

TTACACCATA

TTTITTITTT

GCTGTARCTG

GTATTARMAT

TGTTTCTCCC

RACCRATCGT

ACTTGTTCCC

TGCCGCTTCT

CTGCCAGTGT

GTATTARCAG

MCCTRATATT

ABRTTARAIR

CATTTGTTTA

TCCTTGTCAR

ACAARACGGR

GAAGTGCAGA

CEAGLEATGER

CCCGCAGGAR

CGECTGTAGTA

TGETTTTTGTT

BAAGTGATTAT

TTTTITTTAR

TCRGGARCAGT

AMMCATGETA

TTACCCTGCT

ARCGCCGTCCC

CSCAGTGCAC

GTCTGTGTTG

TTGGRCAGHR

ARARTGTGTGT

RCCTGTTTTG

ARAANT RCCR
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ATGTGACATC
ARRGRGAGAG
CTCACARARA
GGTCTCRGCR
GRGCCTGCTT
GCAGGAATGT
TTTARGCCCH
TTGTTTTTTT
TARGCTTCCT
TTATCTCTTG
GCGACGGTAT
ThCéThEETA
TTATTTGTTR
TGCGGECACCT
ACCTAGAATG
TTGGTGTGCC
CCCARMATTCT
GTETGETTTG
TATACCTGAG

CORAC

ARAGCARGTA
AGRGAGAGAG
TATCTAARCT
GRCTGGATTT
TGGGAACGAC
CTTGGAAMCC
TACAGAANCC
TTTITTTITGTT
TTTACTCTTT
GATGACATTT
TTTTCCTAGC
TGCATCATTT
ATTTAAGCCA
GCCCCAGAGC
CTGTGTTLCC
CTGGTGCCGT
TTATTTITTGG
TTTTTTTGTR

MGCCTGCTAT

46

TTGTAGCACT
AGAGRGRARAR
CGATGAGATG
CTGTCCGGGT
TCCAGAGGGE
GCCACGCGAR
TTCCTGAGAG
TTTTTTTTTT
GGCTAGCTTT
ACPACCGATAR
ARGATGCARA
CCTAAATGTT
TTTTGAAAGA
CCGTTTGTCE
ACGCGGCACG
GGTGGCGGTC
TERGATATTG
AAGGTGARGT

GTTCTTCTTT

CGETGAAGCA

CARRACCACRH

GRGGGETCGCCT

GGTCACRGGT

TECTGETGEE

CTTTAGAARC

CCTTARGTGG

TITTTTTTTT

TITTTTTTTT

CACRCAGGCT

CTAATGAGAT

TCTGGCTTTG

ACTATGCGTC

CTGAGTGACA

TGAGATGCAT

ACTCCCTCTG

TECTTTARCCT

TTGETATGTTT

TGTTGATCCA
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_ Figura 1 (D) Secuencia de polipéptido de PDGE-A nk Mo. CAATYE SEQ ID NO: 1T

1 MRTLACLLLL GCGYLAHVLA EEAEIFPREVI ERLARSQIHS IRDLORLLEI DSVGSEDSLD
61 TSLRAHGVHA TEHVPEKRPL PIRRKRSIEE AVPAVCKTRT VIYEIPRSQV DPTSANFLIW

121 PPCVEVHRCT GCCNTSSVHC QPSRVAHRSY KVAEVEYVAK KPKLEEVOVR LEEHLECACR

181 TTELHPD?ﬁE EDTDVE
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Ei 2 Al S in de Acid r—

YEGE

1 TCGCGGAGHC TTGGEEECAGC

61
121
181
241
3ﬂi
36l
421
181
c41
601
661
721
81
B41
501
61

1021
1081
1141
1201
1261
1321

1381

CGCTCTGTCG
CTCGLTGCTG
CATTTTTTIT
CTTGRATCGG
GGRARCCAGC
GAGACGGGGT
AGTGACCTGE
CGCAGCTGRC
CACCTCETOC
GAGCCCGCGE
TTCGTCCARC
GAGCOGAGCG
GGGGAGGAGE
AAGCCGGECT
GCTCCCCAGG
GAGGRAGAGCG
GGTCGGGOCT
CTGCTCTACC
CAGRATCATC
ATCGAGRCCC
CCATCCTGTG
GTGCCCACTG

CAGCACATAG

GGAGGCGCAG

GARTTTGATL

TRARRCTGTA

GCCGACGGCT

AGARAGAGGR

CAGAGAGAGC

TTTTGEGEEET

CRGTCGCGCT

COGGCCGEOG

COGGAGGLGE

TTCTGGGCTG

GAGCCGCGAG

ARGAAGAGAR

CATGGACGGG

CCOCTGECCCG

GECCGCCCCA

COGAAMCCAT

TCCACCATGC

ACGAAGTGGT

TGETGGACAT

TGCCCCTGAT

AGGAGTCCAR

GAGAGATGAG
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CGEGETAGCTC
CGETTAGGTG
TTCATTGATC
TTETTTCTCGE
TGEGEEAGATT
ARGAGGETAGC
GOGLGGGEOGT
GROCGCCGER
GACGGACRGER
GOGGACAGTE
GGETEGAGGEG
TTCTCGCTTC
AAGTGCTRGE
GEAMNGAGGAL
TGAGGCGGCE
GEOCTCGEGEGEE
CRGUCCGRGE
GARACTTTCTG
CARGTGGETCC
GARETTCATG
CTTCCAGGAG
GCGATGCGGE
CATCRACCATG

CTTCCTRACAG

GGAGGTCGTG
GACCGGTCAG
CGGGTTTTAT
TTTTAATTTA
GCTCTACTTC
AAGAGCTCCA
GCGAGCAGCG
GEGCGGEETG
CAGACAGACA
GACGCGGCGE
GTCGGGGCTC
GGAGGAGCCG
TCGGGCCGGE
AGGGGGCCGC
GTGTGCGCAG
CGGGGAGGAA
CGGRGAGGGH
CTGTCTTGGE
CAGGCTGCAC
GATGTCTATC
TACCCTGATG
GGCTGCTGCA
CAGATTATGC

CRCARCARAT

48

GCGCTGGGGE
CGGACTCACC
CCCTCTTCTT
TTTTTGCTTG
CCCARATCAC
GAGAGAAGTC
AAAGCGACAG
AGCOCTCCOCC
CCGCCCCCAG
CGAGCCGLGGE
GCGGOGTOGE
TGGTCCGCGE
AGGAGCCGCA
AGTGGCGACT
ACAGTGCTCC
GAGTAGCTCG
GCGCGAGCCG
TGCATTGGAG
CCATGGCAGA
AGCGCAGCTA
AGATCGAGTA
ATGACGAGGG
GGATCAMACT

GTGAATGCAG

{GenBaok Accession No: NM_003376) (SEQ D NO: 3)

CTAGCACCAG
GGCCAGGGEG
TTTTCTTAARL
CCATTCCCCA
TGTGG£TTTT
GAGGAAGAGA
GGGCARAGTG
CTTGGGATCC
COCCAGCTAC
GCAGGGEOCGE
RCTGRARCTT
GGGGGRAAGCC
GOCGGAGGAG
EGGEGCTCEE.
AGCCGCGOGT
COGRAGGCEOC -
CGCCGEGECCCC
CCTTGCCTTG
AGGAGGAGGG
CTGCCATCCR
CATCTTCRAG
CCTGGAGTGT
TCACCARGGT

RCCARAGARA



ES 2388 138 T3

1441 GFLTBGRGCEA GRCAAGAARD AAAATCAGTT CGAGGAAMAGG GAMGGGGCA AAARMCGARRG
1501 CGCAAGAARAT CCCGGTATRA GTCCTGGAGC GTTCCCTGTG GGCCTTGCTC AGAGCGGAGA
1561 ARGCATTTGT TTGTACARAGA TCCGCAGACG TGTARAATGTT CCTGCAARAR CACRGRCTCG
1621 CGTTGCAAGG CGAGGCAGCT TGAGTTAAAC GAACGTACTT GC-"I.GATG';‘GFL CAAGCCGAGE

1681 CGGTGRAGCCG GGCAGGAGGR AGGAGCCTCC CTCAGGGTTT CGG

49



ES 2388 138 T3

_Eigura 2 (B) Secuencia de polipéptide de VEGE (GenBank Accession No. NP_003367) (SEQ I NO: 4)

1 MNFLLSWVHW SLALLLYLHH AKWSQAAPMA EGGGQNHHEV VEKEFMDVYQRS YCHPIETLVD
§1 TFQEYPDEIE YIFKPSCVPL MRCGGCCHDE GLECVETEES NITHQIMRIK PHQGOHIGEM
§

171 SFLOHNKCEC RPEKKDRAR(QE KEKSVRGKGKG QHERKRKKSRY KSWSVPCGPC SERREHLEVD

181 DPQTCKCSCK NWTDSRCKARD LELMERTCRC DKPRR

50



61

121

181

241

30l

36l

421

1B1

541

a0l

-1-08

T21

781

B41

301

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

GECCCCTCAG

AGACCCAGES
CGRAGCTGGE
AGCCTTCRGG
GACCAGCAGT
RCTGTCCAGR
GGCTTCCGGE
TGTTACTTCT
TTGTCCTCAR
GGGAACGGAT
CCRAGCGTGET
RCBATGACTC
ATCCCACCGT
TARCTGAGAT
AGAAGAAAGE
TCTTTGAGGA
ATGCCTRCTR
AGACTGTGGT
TGETCAMCTT
CTGACTTCCT
RGTTAGRRGA
ATGRARAGGC
TEGGCACACT

CCTRCCCACT

CCCTGETGEC
CGGCCCCTCT
CGCTCCTCTE
AGCCTGCACC
CTTTCTGATA
GCOTGGARCT
TGCGATGCCA
GGAACCACAG
TGTCTOCAGE
GTCOCAGGAG
CACACTGACC
CCGTGGACTG
GGGCTTCCTC
CACCATTCCA
GGACGTTGCA
CAGAAGCTAC
TGTCTACAGA
CCGCCAGGGT
CGAGTGGACA
CTTGGATATG
CTCGGEGACT
CATCAACATC
BRCRATTTGCT

GCOCACTETC

ES 2388 138 T3

CAGCACGAGC
GGCGGCTCTG
CCCTACAGCA
AGTCCTGOCT
ACTGGGAGAG
GTGCCCRCAC
GETCTGGO0E
ATCTCTCAGG
ACCTTCGTTC
CCCCCACAGE
RRCCTCACTG
GAGACCGATG
CCTAATGATG
TGCCGAGTAR
CTGCCTGTCC
ATCTGCAARA
CTCCAGGTGT
GAGAACATCA
TACCCCCGCA
CCTTACCACA
TACACCTGCA
ACCGTSGTTE
GAGCTGCATC

CTETGETTCA

CTGTGCTCGC

CCTGCCCAAC

CTCCTCCCGA AGGATGCTTG

GCCCCETTED
GTCCTTCTAC
GGCRGTAAGE
CRAGRAGCCAT
TCARAGGOGA
GCCTEGTCGT
TGACCTGCTE
AARTGGOCAR
GGCTAGRCRT
AGCGGRAACG
CCGAGGAACT
CAGACCCACA
CCTATGATCA
CﬁAECAITEG
CATCCATCRA
CCCTCATGTG
ARGRAAGTGG
TCCGCTCCAT
ATGTGACGGA
RGAGCGGCTA
GGAGCCGGAC

AAGACARCCS

51

TCCFTCECTC
TCAGCTGTTA
AGGACTTCCT
CAGCAGCARG
GCTGCTGTTG
CRCACCCCCG
GGETTCAGCT
GGCCCAGGAT
GGGAGARTAC
GCTCTACATC
ATTCATCTTT
GCTGGTGGTG
EﬁhﬁﬁﬁTGﬁC
GGACAGGGAG
CETCTCTETG
CATTGTGATC
GCGGCTGETE
CCTGCACATC
GAGTGTGAAT
CGTGCGGECTC
ACTGCAGGTA

CACCCTEEGE

GCAGACRAGCC
GLEAGTGRGG
TGTTICTCCTG
CCCACTCTGG
GGAGGGLELTG
GACACCATGC
CTGTCTCTCC
GLEGLCAGRGL
CCGGTGGETGT
GGCACCTTCT
TTTTGCACCC
TTTETGOCAG
CTCRCGGARR
RACACTGCRCG
TTTTCTGGTA
GTGGATTCTE
ARCGCAGTGE
CEGARTGRGE
GAGCCGGTGR
COCAGTGOCG
GACCATCAGG
CTGEEGAGRGSE
GTGTTCGAGG

GACTCCAGCG



1441
1501
1561
1621
1881
1741
1801
1861
Lsz21
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821

ZBE1

CTGGCGAMAT
CACTGGTTCG
ATGCTGRGGT
TRAGTGAGAG
CCCAGCCGAR
CGCCCACGCT
RCTGGGAGGR
GGCCACTGTC
TCGTGGTGOC
TGGTGCTCAC
ACGAGATCCG
TGGACCCCAT
TGGGACGCAC
TGAGCCATTC
GCAGTGAGAR
TGAACGTGGT
AGTACTGCCG
AGCACCACTC
TTGGGCTCCT
ACATGRAGCAR
ARTATGCAGA
CCCCTGAGAG
ACCTCGTGGG
GCGTCCACAG

TCTGTGACTT

CECCCTGTICO
CGTGARGGTG
CCAGCTCTCC
CCACCCTGAC
CATCATCTGG
GCTGGGEAAL
GERGCAGGAG
GETGOGCTGC
ACRCTCCTTG
CATCATCTCC
ATGGAAGETE
GCAGCTGOCC
CCTCGGCTCT
TCAGGCCRACG
GCARAGCCCTT
CAACCTGTTG
CTACGGAGAC
CGACARGCGC
COTGOCCRGE
GGARCGAGTCG
CATCGAGTCC
GACCTGOCGA
CTTCAGCTAC
AGRCCTGGCGE

TEECCTGECT

ES 2388 138 T3

RCGCGCARCG
GCAGAGLCTG
TTCCRGCTAC
AGTGGGGAAT
TCTGCCTGCA
RGTTCCGAAG
TTTGRGGTGE
BCGCTGCGCA
CCCTTTAMGG
CTTATCATCE
ATTGAGTCTG
TATGACTCCA
GGGGCCTTTG
ATGAARGTGE
RATGTCGGAGC
GGEGGCCTGCA
CTGGTGGACT
CECCCGCCCA
CATGTGTCCT
GTGGACTATE
TCCARCTACK
GCAACTTTGA
CAGGTGGOCR
GETAGGARCG

CGRGACRTICA

TGTCGGAGAC
GCCACTACAC
AGATCARTGT
AGACAGTCCG
GAGACCTCAA
AGGAGAGCCA
TGAGCACRCT
ACGCTGTGGG
TGGTGGTGAT
TCATCATGCT
TGRGCTCTGA
CGTGGGAGCT
GGCAGGTGGT
CCGTCARGAT
TGARGATCAT
CCARAGGRGG
ACCTGCRACCG
GCGCGGAGCT
TGACCGGGEA
TGCCCATGCT
TGGCCCCTTA
TCAACGAGTC
ATGGCATGGA
TGCTCATCTG

TGCGEGACTC

52

CCGGTATGTG
CATGCGGGCC
CCCTETCOGA
CTGTCGTGGE
AAGGTGTCCA
GCTGGAGACT
GCGTCTGCAG
CCAGGACACG
CTCAGCCATE
TTGGCAGANG
CGGCCATGAG
GCCGEGGGAS
GGAGGCCACG
GCTTAAATCC
GAGTCACCTT
ACCCATCTAT
CARCRARCARC
CTACAGCAAT
GAGCGACGGT
GGACATGRAA
CGATARACTAC
TCCAGTGCTA
GTTTCTGGOC
TGRAGGCARG

GARTTRCATC

TCAGAGCTGA
TTCCATGAGG
GTGCTGGERAGT
CGGGGCATGC
CGTGAGCTGC
ARCGTGRCGT
CACGTGGATC
CAGGAGGTCA
CTGGCCCTGE
AAGCCACGTT
TACATCTACG
CAGCTTGTGE
GCTCATGGCC
ACAGCCCGCA
GGGCCCCACE
ATCATCACTG
ACCTTCCTGC
GCTCTGCCCG
GGCTACATGG
GGAGACGTCR
GTTCOCTOTG
AGCTACATGG
TCCARGRACT
CTGETCARGR

TCCRARGGCA



2941

3001

3oel

3121

3181

324l

3301

3361

3421

3481

3541

3601

EL 131

3721

3781

Jg4dl

1501

3561

4021

1081

4141

1201

4261

-4321

1381

GCACCTTTIT
CCCTGAGCGA
COCCTTROCC
GCATGGOCCA
ARGAGAMNGTT
TELEECGAMGE
RACCCRGOCAT
TEGACACCAG
TCHEEECCCT

CCAGCCTAGC

GOCTTTRARAG
CGTGETGGTCC
AGRGCTGECCC
GCCTGCCCAT
TGWGHTTCGGI
TTACAARRAAG
CCITOGETCC
CTCOGTCCTC
GCCTGRCOCCC

CAGCTCCACC

GCCCCCTRGR

CGGAGCCAGH

RGGARTRGCTT

CAGCACCCAG

TCAGCTGTCC

TGGCTTAGGR

ARCTGACTCT

AGTTAGGCTT

AATCCCTCCC

AGCCAGCTAC

TRGGGARGAS

GTTGCCTCAT

GCCCGAGCTG

RGGACARCCCC

GTECCTETGT

GCCCCRAGGAC
GCTGGANCAG
CCTGTAGGGE
CATCTOCTGG
COCTTCTGGRA
GGECAAGAAAR
GNGCCRGGEET
GATGACCCAG
TGEGARMGATT
COCTCAAGGR
RMCCCTAGCCT
CCRGARGRAAA
GTCTGEGGGEC
CRAGCCTGCAG

COCTGTCCTT

ES 2388 138 T3

TGGATGGCTC
TTCGGGATEC
ATGAMCGRGC
GOCTCCGACG
CCCCCCTTCT
AAGTACCAGC
CAGGCCCGET
TATACTGCCE
BARCCCGRGG
CTGAATGARG
GAACCAGAGT
TTGCCGGATT
GCTGGCCCCT
CCTGGECTGA
GCTTTCTGCT
CTGCAGGEGE
TCCCOCRAGGG
AATCTAGGAT
CTTGGAGTTA
ATCATAGCTC
CCCTGGCTEE
GCCAGTCTCS
ATTAGGCAGT
CCOTTGCOOR

CRAGGOCCATC

CGGRGAGCAT
TGCTCTGGGA
AGTTCTACRA
AGATCTATGA
CCCAGCTGGT
AGGTGGATGA
TGCCTGGGTT
Tﬁcnﬁcccnn
TTGCTGRCGR
TCAACACCTC
CAGAGCCCCA
CGGGGTECCC
ACCCTGCCCT
CCGGGCTTCC
CCTGACGTGT
CGTGACCAGT
AACTCAGTTT
TCTCTCCCTG
CTGAGGTGGT
TCTCCTCGCA
TGGCTGAGCT
TCCCTATGAT
CTAATTAATG
GGGCACTTGE

AGTCCTGGEG

53

CTTCARCRGC
GATCTTCACE
TGCCATCRARA
GATCATGCRG
GCTGCTTCTC
GGAGTTTCTG
CCATGGCCTO
TGAGGETGAC
GEECCCACTS
CTCARCCATC
GCTTGAGCTC
TGCGOCTOGE
GCCTGAAGCT
TGTCAGCCAG
TGTGQCECRH
CCTCTGOCTO
TCCCATATGT
GCTGRCAGGT
BAATTARACTT
CTTTTTATCC
BEGEGCCTAGT
GCCAGTCCOT
CTGGAGGCTG
nscncﬁcscn

CTTITICTTT

CTCTRCACCA
TTGGETGGCA
CGGGGTTACC
AAGTGCTGGEG
GRAGAGACTGT
AGGAGTGACT
CGATCTCCCC
BACGACTATA
EnEGGTTcEE
TCCTGTGACR
CAGGTGGAGT
GCGEAAGCRG
CCCCCCCTGE
GCTGCCCTTA
ACCCTGGGEE
CAGGGAGGLC
AAGATGGGAR
GELEAGACCG
TTTTCTGTTE
RCCCAGGRGC
CTTGRAGCAGT
GCGTTCCCTG
AGCCAAGTAC
GCCATAGCAR

ATCACCCTCA



4441

4501

4561

4621

4681

4741

4801

4861

4921

4981

S04l

5101

S16L

5221

5281

3341

5401

5461

5521

5581

GTCTTAATCC
GTAARTGTGC
TTGGACCTGE
TCAAARAATG
GARGTATTCCA
CATCCTGGGE
TCAGGARCCR
CTTGACTTAS
GGARGRCCRC
GEEACAARAGA
GGTCTGEGTC
CTTCAGATGE
ROCARGCTGCC
CET_MCF-GTG
GGGTTGTAGC
CCCCTOTGEE
GTTGGTCCAA
TTACARATAT
ATGCTGTTAR

CIGGTECTTC

ATCCACCAGA
CRGTETGGAG
TATGAGGCTT
ARTAAGTCGG
GGTGGTTGCA
GTCAGCTGGG
TGCCCCTTCC
AGTGACAGCC
GGGERCCTCTT
GGECAAATGA
GARGHCRGAR
TACCCCAAGA
CCATCCCTGA
RACATCTCATT
CARGRCGCCC
CACCRACCCT
GGAGGGAGAG
TTTTAGGACT
GTTTTTCTAT

TCACTCAC

ES 2388 138 T3

GTCTAGARRGE
TGGCCROGTG
TGGAGEAATC
ACTTATTAAC
CATTTGTCCR
CTCCTGGGAG
CCRGGOCCCC
GGTGTCCTGEGE
TCACTRCOCCR
GATCACCTCC
TGGACAGTGR
AGGATGTGAG
GGCAGCEGCTC
GTCCCCAGCC
CCGCACGEGE
GCATTGCAGGE
TGGGETTCTCA
CACGTTAACT

CTGTGETACTT

CCAGRCGGET

TGETETGCCAG

CCTCACCCTC

TCTGAGTGOC

GATGARGCAR

ATTCCAGATC

BRGCARGTCTC

AAAGCCCCAA

CGATGRCCTC

TECRGCCCAC

GGACAGTTAT

AGGTGECOGE

COOGCATCTG
TATATGGCOC
TETGEGCCTC
TTGOCAGCAC
GGCCATATRC
ACACARTCACA
AAGRACRCAG
GCAGCTGCCC
CGGGGGETATC
CACTCCAGCA
GTCTTGTARA

TTGGAGTTTG

TGATGAGAAT

TGGCTCTGCA

AGTTTCCCCT

TRACATTCTA

CCTAARCTTC

CTCTGGGGAL

CTGCARCRGGET

CAGGGACATG

CTGEGCARAR

CCTGTGCOGA

AGRCARGARG

CCOCCTCACCC

CATGGEEGEGETR
CAGTGEGCAT
AGGETTGGEGR
TTGECACCTT
ATACGGTACC
CACATTTATA

TTITTTAAGG

54

TGETTTTGTC
TGGAGGTGCC
RGGGEETGCR
ACTTCCCTGE
AMMGATATRAA
CAGCRGARRT

GARAGATTTT

ACTGCCCRGR
AGGGGAGTCR
GGARGCTCAR
GATCCCCAGA
TCACCTAGGT
GCTATTTTGT

ARTATTAAAC



1 MBLPGAMPAL ALKGELLLLS

61

121

181

241

301

isl

121

481

541

601

661

T21

181

841

801

961

1021

1081

VWERMSQEFP
POEFTVGELEN
GIFEDRSYIC
EVVHNEFEWTYP
QDEHKAINITY
SAGEIALSTR
ELESESHPDSG
TYWEEEQEFE
LVVLTIISLI
VLGRTLESGR,
HLEVVNLLGA
PVGLPLPSHY
SAPERTCRAT
KICDEGLARD
GTFYPELFPHIN
LLGEGYHKERY
YIIFPLEPDEXP

EPEPELEQLPE

QEMAKAQDGT
DAEELFIFLT
KTTIGOREVD
RKESGRLVEP
VESGYVRLLG
NVSETRYVSE
EQTVRCRGRG
VVSTLRLOHV
ILIMLWQKKE
FGOVVEATAH
CTHKGGPIYII
SLTGESDGGY
LIMESPVLSY
IMRDSNYISK
EQFYMAIKRG
QOVDEEFLAS
EVADEGPLEG

DEGCPAPRAE

ES 2 388

LLLLLEPQLS
FSSVLTLTNL
EITEITIPCR
SORYYVYRLO
VTDFLLDMPY
EVGTLOFRAEL
LTLVRVKVAE
HMPQPHIIWSA
DRPLSVRCTL
RYEIRWKVIE
GLEHSORTME
TEYCRYGDLV
MDMSKDESVD
MDLVGESYQV
GSTELE LEWH
YRMAQEAHAS
DHPATLRSOA
SPSLASSTLH

AEDSEL

138 T3

QGLVVTPRPGP
TGLDTGEYFC
VTDPOLVVTL
YSSIHVSVHA
HIRSILHIFPS
HESRTLOVVE
AGHYTMRAFH
CRODLERCPRE
RHAVGODTOE
SVSSDGHEY]
VAVEMLESTA
DY LHENKHTF
TWPMLOMKGD
AHGMEEFLASK
APESIEFHNSLY
DEIYEIMQKC
BELPGFHGLRS

EVHTSSTISC

55

ELVLMVSSTE
THHOSRGLET
HEKKGODVALP
VOTVVRQGEN
AELEDSGTYT
EAYPPETVLW
EDREVQLSFQ
LPETLLGHSS
VIVVPHSLEF
YVDPMOLBYD
RESEKQALMS
LOHHSOERRP
VEYRDIESSH
HCVHRDLAAR
TTLSDVHSEG
WEEKFEIRPE
PLOTSSVLYT

DSPLEPQDER

VLTCSGSAPY
DERKRLYIFV
VEYDHORGES
ITLHMCIVIGH
cNUTEévmnH'
FKDMRTLGDS
LOINVEVRVL
EEESQLETHV
KVVVISATLA
STWELPRDOL
ELEIMSHLGP
ESRELYSHNAL
YMAFYONYVE
MVLICEGKLY
ILLWEIFTLG
F5QLVLLLER
AVOPNEGDND

EPEPQLELQV



gl
121
181
241
301
361
121
181
541
601
BGL
721
TE1
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261

1321

TTCTCOCCGT

GTAAGAGCAR
GAGAGSARACT
TTTACTTAGA
AACGCGGTTT
ARGAGATCAT
CGGAATARCH
GGTCTTAGGC
TnchTTttn
CTTTGGGGAG
MWM
TGCCTCGECG
GRATGAGCTT
ACCTCTRAGGA
TTETCGCACA
TGCCTCCTAC
TEAGECCACC
AGCRACATCA
ARCGATTGTG
CCCTGGAGAR
CARATTGGETG
ATGTGCTGCC

CCATGAGARA

CCCCCAGTTG

AAMRGCGARGG

TTTATTTTGA

GCARATGATT

TTGAGCCCAT

TTGGERAGEC

TOGGERGEAGA

TGTCTTCTCA

ARTGAMATG

AGTGRAGTGA

ARTGARAGRAA

GCCCACACAG

GRAGGCAGGC

ATGACGGATT

ACTGATCCCG

GARCARGCRGAC

GTCRAAGGAR

GAGCTGGATC

GTCACCTGTG

GTGARAGGCR

TACACTTTGR

CGCCAGGCTA

GGTTTCATTG

ES 2388 138 T3

TTGTCGARAGT

CGCARTCTGGE

AGAGACCARG
AGTTTTAGAA
TACTGTTGGA
COTGEEERCG
HGﬁTCECHG
CAGGGCTGRG
ARAAGGTTGT
GCTGECAGTA
ACARCAGCGG
GETTGTACAC
ACATTTACAT
ATTTAGTCAT
AGARCTCCTGT
AGGECTTTAR
AGARRGTTCCA
TAGRAATGGA
CTGTTTTTAR
RRAGGCATCAC
CGGTCCCCGA
CCAGGGARGGT

AMATCRAACC

GTTGAGGGGEG
GGATGGACTA
GCTACAGGGA
CTCTITACTC
AGCTATGGGSE
CCTAATCCTC
G&hGETGnAT
CCCCRTGTCT
ECTTTTTst
TTGCTATTAC
CTATGTGCCA
CGTGGAGGAT
ARCCTTACAC
TGGGACCTTC
GRCCATCCCA
AGCTCTTAAA
CRATGRGGTG
AATGCTGGAR
GGCCRCGGTG
CARAAGARRATG

CACCTTCAGC

56

GGACTGGACC
ATTCGGAGCG
GGCTTATTTC
TAACATTGAA
GAGRAACAGG
CATGTGTGGG
ACTTCCCATC
TGCCAGCTTT
TCATCCTTTT
GARGARGRGR
ACGGTCTTGE
AACCACACTC
GACCCAGATG
GATGATTCTG
AACAGTGAGE
ACTGTAGGGC
TTTARTGTTT
ACCGTGTATA
GTTGACCTTC
GARATCARRG
ARRGACAGTG
ARGAAAGTCA

CAGTTGGAAG

CCCTGATTGO
CAGGGAGTTT
CTGACRAGTTR
TCAATTACAR
AGGAGRCTGC
ACATTCATTG
CGGLGTTOCT
CATTARCCCTC
CTCTGRGATG
GCTCCGATGT
RAGTGRGCAG
AGRCAGRAGHA
TAGCCTTTGT
CCATTATRCC
GGEGTGGETACC
CCTATATCTG I
ATGCTTTRAR
AGTCRAGGGGR
AATGGACTTA
TCOCATCCAT
GAGARTTACGR
CTARTTTCTGT

CTGTCARCCT



1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
Zlel
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
#7161

2821

GCATGAAGTC
GCTGARARAL
GATTCRAGGERA
TGGCCATTAT
GTTRACTCAA
GGGACAGACG
ATGCARAGHT
CTCAARCATC
TTTCGCCRARA
TGAGAACCGHA
TGCAGTCCTG
CARACAGAAR
RCATGRATAT
AAGRGATGGA
AGGAACAGCC
AARRCCCACG
TCRCCTGGGG
CATTTACATC
TAGGGATAGC
ATTGRACCCT
TGEACTRCATG
AGAGGTTTCT
GAAGAAATCT
CE'I'TH.I'_'.'].?TTR

GGCTTCRARA

RRACARTTTTG
AATCTGACTC
ATRAGGTRTC
ACTATTGTAG
GTTCCTTCAT
GTGAGGTGCA
ATTRAGMRRT
ATCACGGAGA
GTGCRAGEAGH
GAGCTGRAGC
GTGCTGTTGG
COGAGGTATG
H.T'I‘TI.TG'I-EE
CTAGTGCTTG
TATGGATT R
GCCAGATCCH
CCACATTTGRA
ATCACAGAGT
TTCCTGAGCC
GCTGATEARR
GRCATGARAGE
ARATATTCCG
ATGTTAGACT
TTGGATTTGET

AATTGTGTCC

ES 2388 138 T3

TTGTRGAGET
TGATTGAARA
GARAGCRARTT
CTCARAATGA
CCATTCTGGEA
CAGCTGAAGG
GTRARTRATGR
TCCACTCCOG
CCATCGOCGT
TGETGEGCTCC
TCATTGTGRT
AAATTCGCTG
ACCCGRTGCA
GTCGGGETCTT
GCCGGTOCTA
GTGAAMAACA
ACATTGTARA
ATTGCTTCTA
ACCACCCAGA
GCACRCGGAG
RGGCTGATRC
ACATCCAGASG
CAGRAGTCAN
TGAGCTTCAC

RCCGTGATCT

GCGGGCCTAC
TCTCACTGAG
RRRGCTGATC
AGATGCTGTG
CTTGGETCGAT
CACGCCGCTT
AACTTCCTGS
AGACAGGAGT
GCGATGCCTG
CACCCTGCGT
CATCTCACTT
GAGGGTCATT
GCTGCCTTAT
GGGGTCTGGA
ACCTGTCATG
AGCTCTCATG
CTTGCTGGGA
TGGAGATTTG
GAAGCCAMAG
CTATGTTATT
TACACAGTAT
ATCACTCTAT
APACCTCCTT
CTATCRAGTT

GGCTGCTOGO

57

CCACCTCCCA
ATCACCACTG
CGTGCTANGG
ARGAGCTATA
GATCACCATG
CCTGATATTG
RCTATTTTGG
ACCETGEGAGG
GCTARGARRTC
TCTGAACTCA
ATTGTCCTGG
GAATCAATCH
GACTCRAGRT
GOGTTTGGGRA
ARAGTTGCAG
TCTGAACTGRA
GCCTGCACCH
GTCAACTATT
BARGAGCTGG
TTATCTTTTG
GTCCCCATGE
GATCGTCCRG
TCRAGATGATA
GECCGAGGARA

ANCGTCCTCC

GGATATCCTG
ATGTGGARAA
AAGAAGACASG
CTTTTGAACT
GCTCAACTGG
AGTGGATGAT
CCARCAATGT
GCCGTGTGAC
TCCTTGGRGE
CGETEEETEC
TTGTCATTTG
ﬁcccaﬁnmcc
GGGAGTTTCC
AGGTGGTTGA
TGARGATGCT
AGATAATGAC
AGTCAGGCCC
TGCATAAGAR
ATATCTTTGE
AMPACAATGE
TAGARAGGAR
CCTCATATAR
ACTCAGARGG
TGGAGTTTTT

TGECACAAGG



2881

2941

3001

anel

3121

3181

3241

3301

33el

3421

1481

3541

1601

dgel

321

1781

2841

3501

1561

4021

1081

1141

4201

1261

4321

RAPRRATTGTG
TGTGTCGAAR
CRACCTCTAC
TTCCCTTGGT
CRAGAGET GGG
GGTGAAATGC
TGTGGRGAAT
CCTGAAGAGT
TGETGTCACC
GCAGAGACTE
TGRGGRGGAG
CATTGAGACG
CATCGACATG
GTARCTGGCG
AARACCACTT
GTTCCCAGCC
GARACTTTGTC
TGEAGATAGA
ATTGGTGAGR
GTRAATARCT
AAGRGROCAC
ARCTTTTTAN
GCATTTTGCT
ARTMGATTTG

AATACTACTA

BAGATCTGTG

GGCAGTRCCT

ARCCRCACTGR

GGCACCCCTT

TRACCGGATGG

TGGAACAGTG

CTGCTGCCTG

GACCATCCTG

TRCARARARCS

AGCGCTGACA

GRCCTGGGCR

GGTTCCAGCA

ATGGRCGRACH

GATTCGAGGG

TATTGCAATG

ARGGGCCTCG

AGTGTTLGCCT

TGGATARGGS

GTCCAMCAGHE

CTAACCARGS

TCAATCCATC

AGRAAGTGCAT

ATCTTTITTTA

GGTCATTTAG

CTGTTATCAG

ES 2388 138 T3

ACTTTGGCCT

TTCTGCCCGT

GTGATGTCTG

ACCCCGGCAT

CCRAGCCTGA

AGCCGEAGAR

GRCARTATRA

CTGTGGCACE

RGGARGRCAR

GTGEGCTACAT

RGRGGRACAG

GTTCCACCTT

TCGGCATRAGR

GTTCCTTCCA

CGGAGGTTGR

GGGAGOGTTC

CTCGCRATGE

AATARTAGGT

CRCARTTTAT

CTGTGTTTAG

CATGTACTTC

GAARRAMCCAT

GTGTTARGAG

AAGCCTGRCA

TAATGCTAAR

GGCCAGAGAC
GARGTGGATG
GTCTTATGGE
GATGGTGGAT
CCACGCTACT
GAGACCCTCC
RAAGAGTTAT
CATGCGTGTG
GCTGAAGGAC
CATTCCTCTS
ARCACAGCTCG
CATCARGAGA
CTCTTCRGAC
CTTCTGGGGC
GAGGAGGACT
TAAATRTGRA
CICAGTRGCA
CACAGAAGGT
RCTGUGRCAG
ATTGTATTAR
CCTCTTGRAR
TTTTGARCCT
ATRAAGAATA
ACTCATTTTC

TGTGTARTAR

58

ATCATGCATG
GCTCCTGAGR
ATTCTGLETCT
TCTACTTTCT

AGTGRAGTCT

TTTTACCACE,

GAAARAATTC
GACTCAGACA
TGGEAGGGETG
CC:I'GH-CETTG
CARGACCTCTG
GAGGACGAGA
CTGGTGGARG
CACCTCTGGA
TGETTGATGT
TGARTGGGRT
TCTCRAGTGGT
GAACTTTGTG
BACTTCAGCR
CTATCTTCTT
CCTGATGTCA
TARAAGGTAC
ATRATTRRACC
ATATTGTART

TGTRAACATGA

ATTCGARCTR
GCATCTTTGA
GGGAGATCTT
ACARATRAGAT
ACGRAGRTCAT
TGAGTGAGAT
ACCTGGACTT
ATGCATACAT
GTCTGGATGA
ACCCTGTCCC
ARGAGRAGTGC
CCATTGARGA
ACAGCTTCCT
TCCCGTTCRAG
TTAARGAGAR
ATTTTGARAAT
GTGTGAAGTT
CTTCAAGGAD
TTGTARTTAT
TCCACTTCTG
GUTGCTETTS
TGGTACTATA
ARCCTTGTTT
CTATGTTTAT

TTTCCCTCCA



4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
486l
4921

4981

5041

3101

2161

2221

5281

5341

5401

46l

5521

2581

5641

5701

3781

3821

GAGRARGCAC
ATTTATATTA
TAGTTGAGCA
GTACTGAATA
TEEGATTRGR
CTGTGCTGAR
AGACTGGATT
COCAATATAT
TCAGCCTCCT
AGATATTCTIT
GTGECAGCCR
Tﬂhﬁﬂﬂﬁﬁﬁc
CGGARARCACT
ARCAGEGTTG
GTGACATTTA
TGAGGCTGAG
CCCACTGTAT
COCCGOCARG
ACCAGCTCAG
TGEGAGGATE
CATTCTTTGC
CTGCARTCAC
ACTTGRCTAC
ATAGTARAGTG

TETAGRGCCA

AATTTAAAAC
AARTAACATGT
TAGAGRACAR
GOTTCCCCAR
PACARARCRAR
CATRACTTCT
TGCAGAAGTT
GTATTTTITTG
TCTTTCACCO
TAGTGGAGGC
GGATGRCTAG
CAGAGTCTGET
GACTTAGGTT
GAATTCARCC
ATGCCATCTAR
ARAGCTARMG
GGGGEAGATT
GRAARGGCATG
TGTTTTGGETGE
ARTTGTCACA
AATACTGCTT
TETGCTATCG
CTRCTGGTGT
CGAMGARCTGA

ATTRAGRCTTG

ES 2388 138 T3

ARTCCTTACT
TTCTCTATRA
AGTRARAGTR
TCCATCGTAT
RCTCTTRAGT
CATGTATATT
TTTTTTTTTIT
AATCTATGAA
CTTACCCCRAA
TGEATGTGCA
ATCCTGGGTT
ATTTTTCTAA
TCAGGARGTT
ACGCAGEAAG
GCTAGCAATT
TTTGETTTTG
GARCTTTCCOC
TACAAAAATT
GAARARRCAT
TCTATCCACA
AATTECTGAT
GURGRTGATG
AATCTCAATG
GCCAGATTGGE

AARTRCGTTT

ARGTRAGGTGA

AGTATGGTAA
GTGTTETCCA
TARAAAMCAR
CCTARARRGTT
ACCCAATGEA
TTCTTCATGC
CCTGAAAAGG
AGAGARARGAG
TTAGCCTGEA
TCCATCCTTG
ACTCCCTGGC
GCCATGGGAR
CCTACTATTT
GOGACCTTAR
ACAGGTTTTC
CGTCTCCCGT
ATGCAATTCA
TTTARGTTTT
CTGTCARACA
ACCATATGAR
CTTTGGRAGR
CARAGCCCCRA
CCAATTARMARA

GTGTTTCTRG

59

TGAGTTTGAC
TAGCTTTAGT
GGAAGTCAGA
TTAACTGCCC
CTCARTGTAG
AAATATAATG
CTGATGARAG
GTCAGARGGA
TTTGARACTC
TCCTCAGTTC
BGATTCTGAR
TETTCTGATC
RCRARRT BATT
AAATCCTTGS
TTTARCTTTC
CAAANGTAAR
CTTCTGCCTE
GTGTTCCARG
ACTGATARATT
GETTGGTGETG
TGAARCRTGS
TGCAGERRGCH
CTTTCTTATC
ACGRARACCT

RATCRCAGCT

AGTTTTTGAC
GAATTARATT
ATTITTAACT
TCTGARATAA
AGGCATAARC
ATCAGCARAA
CTTTGZCART
TGCCCAGACA
GAGACCATRA
TCAARTGTGT
GTATGARGTC
GGCCAGTTTT
TGAACTTTGE
CTTCAGGTTA
CAGTCTTAGC
GATGCTACTT
CCRCTCCATA
TCTCTGTGTA
TGRGGTTAGA
GGTTCATTGE
GCTGTGATTA
AEAATnAAET
CRACTTTTTC
GACTAGGTTC

CARGCATTCT



5881
3941
£001
a06l
6121
6181
824l
8301
836l
6421
6481
6541

BE01

GTTTATCGCT
GCTGTGAGCT
GTCCTRACRA
TTTCAGCAAA
TGCCARTCTT
ATTTGTGACT
RATGGTCCTA
TATATGTATT
H.CTGE&TTEG
CTTTTGSAATG
CCARRRMCAAT
AAATGTATTA

TRTRATTTCAR

CACTCTCCCT
TTGCATGACH
RIGCTCCCAC
TTCCAGATTT
TOCTRCTTTC
TTTTARACGA
TITTTGTGAR
TCTATATAGA
TTTATATTTT
TCOCAARATTT
GGTGTEETGA
'«T.:GMTGCI:CE

TRAAATGATAT

ES 2388 1

TSTACAGOCT
TCATGAGGCC
CTGMATTTGT
GTTTCCTTTT
TATTITTTATG
TTAGTGATGT
GRGGGRCATR
CTTGGAGAAT
TTTAMCTGTG
ATATTTTAGA
ATGTGTGAGA
TGTTCATGTT

ATARTTTRAR

60

38 T3

TATTTTGTTG
GEATGAARCT
RTATGRCTGC
GGCCTCCTGE
RTGRCRATCR
CCTTAARATG
RGATRRRATG
E{;'I'GECMR
ATARRATCCCCA
AATAATAAAR
ARARCTARCT
TTTGTTTTAA

GTT

GTGCTTTGCA
TCTCAGTCCA
ATTTGTGGGT
AARGTCTCCA
AAGCCGGCCT
TGGTCTGCCA
RTGTTATACA
CATTTATGAC
CAGGCACATT
AGAAAGATAC
TGATAGGETC

ARCGTGTAAR

TTTTGATATT
GCAGTTTCCR
GIGTETGTGT
GAAGARAATT
GRGARACACT
ATCTGTACARR
TCAATATGTA
AAGCTGTATC
A.H.CTGTTGC-E
TTACATGTTC
TRCOCRATACHE

TGAAGATCTT



al

121

181

241

301

36l

421

481

341

501

o6l

721

781

B4l

201

981

L1021

1081

MGTSHPAFLV
HMSEEESSDIVE
VEDPOVAFVE
TETVGPYICE
EVVDLOWTYF
EMEENTISVH
TEITTDVEKEL
VODHHGSTGG
BSTVEGRVTF
SLIVLVVIWK
SGAFGRYVEG
LGACTKSGPI
VILSFENNGD
LLSDDMSEGL
RDIMHDSHYV
VOSTEYNKIK
SYEKIHLDFL
PLFDIDPVEE

SDLVEDSEL

ES 2388 138 T3

(GenBank Accession No. NP 006197) (SEQ ID NO: 14)

LGCLLTGLSL
IRNEEHNSGL
LEGMTODYLVIV
ATVEGEEEQT
GEVEGEGITH
EEGFIEIKET
QEIRYRSHKLE
OTVRCTAEGT
AKVEETIAVR
CEFRYEIRWR
TRAYGLS Fl.sﬂ}?
YIITEYCEYG
YTHOMEQADTT
TLLOLLSETY
SI{'GSTE;L EVE
SGEYRMAKPDH
KSDHPAVARM

EEDLGERNRH

ILCQLSLPSI
FVTVLEVSSA
EDDOSALIPC
IPFHVTRLER
LEEIKVESIK
FSQLEARVHLH
LIBAKEEDSG
PLEDIEWMIC
CLAKNLLGAE
VIESISPDGH
WRENV AN BMLE
DLVHYLHENE
YVPMLERKE
DVARGHMEELR
WMAPESIEDH
ATSEVYEIMV
EVDSDHAYLG

SSOTSEEEAL

LENENEKVVQ
SRAHTGLYTC
RTTODEPETEVT
TSELDLEWER
LVITLTVFER
EVEHEVWVEVER
HYTIVAQNED
EDIHEKCHHET
MEELKLVAPT
EYIYVDPHOL
PTARSSEKQR
D5FLSHHPEK
VSKYSDIQRS
SEHNCVHRDLA
LH’TTLS&WE
ECWHSEPEKR
VTYKHEEDKL

ETGSS58TFI

61

LHSSFSLACE
YYNHTQTEEM
LHNSEGVVPA
LETVYRSGET
TVKOSGOYEC
AYPPPRISWL
AVESYTFELL
SWTILRANNVS
LRSELTVAAA
PYDSRWEEPR
LMSELKIMTH
PKKELDIEGL
LYDRPASYKK
ARNVLLAQGK
YCILLWEIFS
PSEYHLSEIV
HDWEGGLDEQ

KREDETIEDI

GESEVSWQYE
ELEGRHLYIY
SYDSROGENG
IVVTCAVENN
ARRQATREVE
KNNLTLIENL
TQVESSILOL
NIITEIHSRD
VLVLLVIVII
DGLVLGRVLG
LGPHLNIVNL
NEADESTRSY
KSMLDSEVKN
IVKICDFGLA
LGGTPYPGMM
ENLLPGOYKK
RLSADSGYTII

DHMMODIGIDS



ES 2388 138 T3

Ei s (AlS in de cid i g

k Acc

38
121
181
241
301
JBl
421
481
341
601
661
721
781

841
901
4El

1021

1081

1141

1201

1261

1321

ATGGTCAGCT
ACAGGATCTA
CRCATCATGC
TGETCTTTGE
TGTGGAAGRAR
CACACTGGECT
GARATCTGCRA
GARATCCCCG
RCGTCRCCTR
GGAAAACGCA
GARATAGGGC
CTCACACATC
ARATTRCTTA
RGAGTTCARRA
CGAATTGACC
ATGCAGRAACH
TCTGTTRACA
CACCRGGTGC
GCATTTCCCT
GCTCGCTATT
GGGRATTATA
ACTCTAATTG

CCGLOTCTCT

BCTGGEGRCAC

GTTCAGGTTC

APGUNGGCTR

CTGAAATGET

ATGCCAAACH

TCTACAGCTG

TCTATATATT

AAATTATACA

RCATCRCTGT

TAATCTGGGA

TTCTGACCTG

GACARACCAR

GAGGCCATAC

TCGACCTGGAG

AARAGCARTTC

AAGACAARGE

CCTCAGTGCA

TTGARACCET

CGCCGEAAGT

TGACTCGTGG

CAATCTTGCT

TCAATGTGAR

RCCCACTGGG

CGGGGETCCTG
AMAATTARAR
GRCRCTGCAT
GAGTAAGEAA
ATTCTGCAGT
CARATATCTA
TATTAGTGAT
CATGACTGAR
TAUTTTARRAR
CAGTAGARAG
TGAAGCARACH
TACAARTCATA
TCTTGTCCTC
TTACCCTGAT
CCATGCCAAC
ACTTTATACT
TATATATGAT
AGCTGECAMNG
TGTATGGTTA
CTACTCGTTA
GAGUATAAAR
ACCCCAGATT

CRGCRAGRCAA

iom Mo, A

CTGTGCGCGEE
GATCCTGAAC
CTCCRARTGCR
AGCGARAGGL
ACTTTARACCT
GCTGTACCTA
RCRAGGTAGRC
GEAAGGGAGL
RAGTTTCCALC
GGQTTEAICA
GTCRATGGGC
GATGTCCAAR
AATTGTACTG
GRAAPRARRTR
ATATTCTACA
TGTCGTGTAA
ARPAGCATTCA
CGGETCTTACC
MAGATGGET
ATTATCRAGS
CAGTCAARATG
TACGARRAGE

BTCCTGACTT

62

M}
TECTCAGCTS
TEAGTTTAAA
GGGEEEARGT
TGAGCATAAC
TGARMCACAGT
CTTCAAAGAR
LCTTTCGTAGR
TCGTCATTCC
TTGACACTTT
TATCAAATGCE
ATTTGTATAR
TARAGCACACC
CTRCCACTCC
PGRGRAGCTTC
GTGTTCTTAC
GGAGTGGACC
TCACTGTGAR
GGCTCTCTAT
TRCCTGLGAL
ACGTARCTGA
TETTTAARRRA
CCGTGTCATC

GTRCCGCATA

TCTECTTCTC
AGGCACCCNG
AGCCCATAAM
TAAATCTGCC
TCRMGCARAC
GARGGAAACA
GATGTACRGT
CTGCCGGETT
GATCCCTGAT
ARCGTACARR
GRCRARCTAT
ACGCCCAGTC
CTTGAACRCE
CGTRAGGCGA
TATTGACARR
ATCATTCAAR
ACATCGHARR
GAMRGTGAAG
TGAGARARTCT
AGRAGGATGOR
CCTCACTGCD
GTTTCCAGAC

TGCTATCCCT



1381

1441

1501

1561

1621

legl

1741

1801

1861

1321

1981

2041

S2101

216l

2221

2201

2341

2401

24861

2521

2581

2641

2701

27681

28ZL

CRACCTRCRA
GACTTTTGIT
AGRATTGRAGR
ACCTTGGTTG
GTTGEEHETG
GTTRACTTGEG
RAGTTCITAT
CACTACAGTA
CTTRCCATCR
GTATACACAG
CCATACCTCC
GAE?GTCHTG
ATACAACRAG
GTCACRAGRAG
GAAAGTTCAG
ACTCTAACAT
CGAARMATGA
CCAGATGANG
GAGTTTGCCC
GTGGTTCARG
ARAATGCTGA
ATCTTGRCOCC
CRAGEAGGELT
CTCRAGRAGCA

PAGARAGARR

TCAAGTGLTT

CCAATARTGA

GCATCACTCA

TGECTGACTC

TEEGRRAGRAR

ARAAAATGCC

RACRGAGACGT

TTAGCARGCH

TGRATGTITTC

GGGAAGAAAT

TGCGAARCCT

CTAATGGTGT

AGCCTGGRAT

AGGATGARGE

CATACCTCAC

GCACCTGTGT

AARGGTCTTC

TTCCTTTGGA

GGGAGAGRCT

CATCARGCRATT

ARGAGGGGED

ACATTGGCCA

CTCTGATGET

ARCGTGACTT

BAATGGAGCT

ES 2388 138 T3

CTGGCACCCC
AGAGTCCTTT

GUGCRTGGCR

TAGAATTTCT

CATARGCTTT

GACGGAAGGA

TACTTGGATT

ARARRTGGCC

CCTGCARMGAT

CCTCCAGAAG

CRGTGATCRC

CCCCGAGCCT

TATTTTAGGH

TGTCTATCAC

TGTTCARGGR

GGCTGOGACT

TTCTGARATA

TGAGCAGTGT

TARACTGGGED

TGECATTAAG

CACGGCCAGC

CCATCTGRAC

GATTGTTGAA

ATTTTTTCTC

RGGCCTGGRRA

TGETAACCATR
ATCCTGGATG
ATAATAGARG
GGAATCTACA
TATATCRCRAG
GAGGACCTGA
TTACTGCGGA
ATCACTAAGG
TCHEQCHECT
APAGARATTA
ACAGTGGCCA
CAGATCRCTT
CCAGGARGCA
TGCARNGCCA
ACCTCGGACA
CTCTTCTGGE
AAGACTGACT
GAGCGGITOC
AAATCRCTTG
AARTCRCCTA
GAGTACAARG
GTGGTTRACT
TACTGCAAAT
ARCRAGGATG

CARAGGCRAGA

63

ATCATTCCGA
CTGACAGCAR
GAARGAATAR
TTTGCATRGC
ATGTGCCARA
AARCTGTCTTG
CAGTTANTRA
AGCACTCCAT
ATGCCTGCRAG
CARTCAGAGA
TCACCAGTTC
GGTTTARAAR
GCRACGCTGTT
CCARCCREAR
AGTCTRATCT
TCCTATTRAC
ACCTATCAAT
CTTATGATGC
GARAGRGGGGT
CGTGCCGGAC
CTCTGATGAC
TGCTGGGAGT
ATGGRAATCT
CAGCACTACA

ARCCARGARCT

AGCARAGGTGT
CATGGGARAAC
GRATGGCTAGT
TTCCAATARA
TGEGTTTCAT
CACAGTTARC
CRAGAACRRATG
CACTCTTAAT
AGCCAGGARAT
TCAGGARGCA
CACCACTTTA
CAACCACAAR
TATTGARRGRH
GGGCTCTGTG
GGAGCTGATC
CCTCTTTATC
TATAATGGAC
CAGCAAGTGG
TTTTGGAARLA
TETGECTETE
TGAGCTARARA
CTGCACCARG
CTCCAACTALC
CATGGAGCCT

AGATAGCGTC



2881
2941
3001
A061
3121
18l
3241
3am
336l
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3641
3901

3961

ACCRAGCAGCG
GAGGAAGAGG
TCTTARCRAGTT
CGGGACCTGG
TTTGGCCTTG
CTTCCTCTGA
GACGTGTGGT
CCAGGAGTAC
GCTCCTGAGT
CCAAAAGAAA
RATGTACAAC
GGGTTTACAT
CCEARGTTTA
AGCCTGGARA
GACTACCAGG
ACTGACAGCA
GAGTCGGGGC
AGCGAAGGCA

TGCTCCUCGT

ARRAGCTTTEC

BGGATTCTGA

TTCARGTGEGEC

CAGCGAGAAR

CCCGEGATAT

BATGGATGEC

CTTRCGGRGT

ARATGGATGA

RCTCTRCTCC

GGCCAAGATT

RGGATGGTRA

RCTCARCTCC

RTTCAGGRAG

GAATCRAARC

GOGACRGCRAG

ARCCCAAGGC

TGTCTGATGT

AGCGCRGGTT

COCCAGACTR

ES 2388 138 T3

GAGCTCOGGEE

CGGTTTCTAC

CRGRGGCATG

CATICTTTTA

TTATARGARC

TCCTGARATCT

ATTGCTGTGG

GGACTTTTGC

TGARATCTAT

TGCAGAACTT

RGACTRCATC

TGCCTTCTCT

CTCTGATGAT

CTTTGRAGAA

CACTCTGITG

CTCGCTCAAG

CAGCRGGCCC

CACCTACGARC

CAACTCGGTG

TTTCAGGRAG
ARGGAGCCCA
GRETTCCTGET
TCTGAGARCA
CCCGATTATG
ATCTTTGACA
GRAARTCTTCT
AGTCGCCTGA
CRGATCATGC
GTGEEARARNMNC
CCAATCARTG
GAGGACTTCT
GTCAGATATG
CTTTTACCGA
GCCTCTCCCA
ATTGACTTGA
AGTTTCTGOC
CRCGCTGAGE

GTCCTGTRACT

64

ATAARAGTCT
TCACTATGGA
CTTCCAGARA
ACGTGGTGAA
TGAGAARAGG
ARATCTACAG
CCTTRGGTGG
GGGAAGGCAT
TGGACTGCTG
PAGGTGATTT
CCATACTGAC
TCAAGGARAG
TAAATGCTTT
ATGCCACCTC
TGCTGARGCG
GAGTAACCAG
ATTCCAGCTG
TGGARAGGAA

CORCCCCACT

GRAGTGATGTT

AGATCTGATT

GTGCATTCAT

GATTTGTGAT

RGATRCTCGR

CACCAAGAGT

GICTCCATAC

GAGGATGAGR

GCACRGRGAC

GCTTCAAGCA

AGGRARTAGT

TATTTCAGCT

CRAGTTCATG

CATGTTTGAT

CTTCACCTGG

TAARAGTAAG

TGEECACGTC

AATCGCGTGC

CATCTAG



ES 2388 138 T3

Figura #{B) Secuencia de polipéptido de YEGFR-1{Fti-11 {GenBank Accession Mo.) (SEQ D NO: B)

1
61
121
181
241
ipl
sl
421
481
541
601
661
721
781
B4l
%01
961
1021
1081
1141
1201
1261

1371

MVSYWOTGVL
WSLPEMYSEE
ESAIYIFISD
GHERITIWDSRE
KLLEGHTLVL
MOWEDKEGLYT
AFPSPEVVWL
TLIVHVEPOTL
DFCSNNEESF
VETVGERNISE
HYSISKQEMA
PYLLRNLSDH
VTEEDEGVYH
REMKRSSSEL
VVQASAFGIE
QGGELMVIVE
TESESFASSG
ROLAARNILL
DVHSYGVLLE
PKERPRFAEL
PEFHNSGSSDD
TDSKPKASLK

CSPPPDYNSV

LCALLSCLLL
SERLSITESA
TGRPFVEMYS
GFIISHATYK
NCTATTPLNT
CRVRSGPSFK
KDGLPATEKS
YEKAVSSFED
ILOADSNMGN
TITDVPHGEH
ITKEHSITLN
TVAISESTTL
CKATHQKGSV
KTDYLSIIMD
KSPTCRTVAV
YCKYGNLSNY
FREDKSLSDV
SENNVVKICD
EIFSLGGSFY
VEKLGDLLQA
VRYVHAFKEM
IDLRVTSKSK

VLYSTPPI

TGESSGSKLK
CGRHGKQFCS
ETPEITHMTE
EIGLLTCEAT
RVOMTWSYPD
SVNTSVHIYD
ARYLTRGYSL
PALYPLGSRO
RIESITQRMA
VNLEKMPTEG
LTIMNVSLQD
DCHANGVPEP
ESSRYLTVQG
PDEVFLDEQC
FMLEKEGATAS
LKSKROLFFL
EEEEDSDGFY
FGLARDT YEN
PGVOMDEDEC
HVQODGKDY I
SLERIKTFEE

ESGLSDVSRE

DPELSLEGTD
TLTLHTACAN
GRELVIPCRV
VHGHLYKTHY
EKNKRASVRR
KAFITVEKHRE
IIKDVTEEDA
ILTCTAYGIP
ITEGKNKMAS
EDLKLSCTVN
SGTYACRARN
QITWFKNNHK
T50RSHLELI
ERLEYDASHW
EYEALMTELK
MEDAALHMEP
KEPLTMEDLI
PDYVRKGDTR
SRLREGMRMR
PINAILTGNS
LLPNATSMFD

SFCHSSCGHV

65

HIMOAGOTLH
HTGFYSCKYL
TSPNITVTLK
LTHROTNTII
RIDOSNSHAN
QQVLETVAGK
GNYTILLSTK
OPTIKWEWHE
TLVVADSRIS
KFLYRDVTWI
VYTGEELLQK
IQQEPGIILG
TLTCTCVAAT
EFARERLELG
ILTAIGHHLH
EKEEMEBPGLE
SYSFQVARGM
LPLEWMAPES
APEYSTPEIY
GETYSTEAFS
DY QGDSSTLL

SEGHRRETYD

LOCRGERAHE
AVPTSHKKET
KFPLDTLIPD
CVQISTEREV
IFYSVLTIDK
RSYRLSMEVE
QSHVFENLTA
CHHHHSEARC
GIYICIASHE
LLETVHNRTHM
KEITIRDQEA
PGESTLELER
LEFWLLLTLFI
KSLGRGAFGE
VVHLLGRACTH
QGHEEFRLDSV
EFLESRKCINH
IFDKIYSTKS
QIMLDCWHRD
EDFEEESISA
ASPMLERETW

HAELERKIAC



6l

121

181

241

301

361

121

481

541

601

gl

T21

T8l

241

901

961

102l

1081

1141

1201

1261

1321

ACTGAGTCCC
CGCCGGGCAT
CCGGCACCCG
GCTCAACTGT
CAGGCGCTGG
AGGATGCAGA
GCCTCTGTGE
ATACTTACAR
GACTGGCTTT
AGCGATGGCC
GCCTACAAGT
GATTACAGAT
GRAGARCRAARN
TCACTTTGTG
GACAGCAAGA
TGTGARGCAA
GGGTATAGGA
GAARAGCTTG
TGGEARTACT
CAGTCTGGGA
AGTGACCAAS
ACATTTGTCA

GTGGRAGCCA

ES 2388 138 T3

Fioarad (€1 S 2 de dcido nuclcice de VEGER-2 (KDE/EH-11
{GenBank Accession No. AF035121) (SEQ ID NO: 9)

GEGHCCCQGG
CACTTGOGCGE
CAGACGDCOC
CCTGCGCTGE
GAGARAGARC
GCARGETGET
GTTTGCCTAG
TTAAGGCTAM
GGCCCAATRAR
TCTTCTGTARA
GCTTCTACCG
CTCCATTTAT
ACAAARCTGT
CARGARTACCC
AGGGCTTTAC
ARATTRAATGA
TTTATGATGT
TCTTARATTG
CTTCTTCGAR
GTGAGATGAA
GATTGTACAC
GGLGTCCATGR

CGETGEGEGER

GAGAGCGGTC
CCGCAGAAAG
TGCAGCCGLC
GGGGTGCCGE
CGGCTCCCGA
GOTGGCCGTC
TGTTTCTCTT
TACARACTCTT
TCAGAGTGGC
GACACTCACA
GGAAACTGAC
TGCTTCTGTT
GGTGATTCCA
AGRARAGAGA
TATTCCCAGS
TGAAAGTTAC
GGETTCTGAGT
TACAGCAAGR
GCATCAGCAT
GARATTTTTG
CTGTGCAGCA
AARACCTTTT

GCGTGTCAGA

AGTGTGTGET
TCOGTCTGET
GGTCEGOECC
GAGTTCCACC
GTTCTGEETA
GCCCTGTGEE
GATCTGCCCA
CARATTACTT
AGTGAGCAAR
ATTCCARAAG
TTGGOCTCGG
AGTGACCAAC
TGTCTCGGGT
TTTGTTCCTG
TACATGATCA
CAGTCTATTA
CCGTCTCATG
ACTGRACT AR
ARGRAACTTG
AGCACCTTAA
TCCAGTGGGC
GTTGCTTTTG

ATCCCTGCOGA

66

CGCTGEGTTT
AGCCTGGATA
CGGGCTCCCT
TCCGCGCCTE
TTTCGCCCGE
TCTGCGTGGA
GGCTCAGCAT
GCAGGGGACA
GEGTGGAGGT
TGATCGGAAA
TCATTTATGT
ATGGAGTCGT
CCATTTCRAAR
ATGGTAACAG
GCTATGCTGG
TGTACATAGT
GAATTGAACT
ATGTGGGGAT
TAAACCGRAGA
CTATAGATGG
TGATGACCAR
GAAGTGGCAT

AGTACCTTGG

CCTCTGCCTG
TCCTCTCCTA
AGCCCTGTGC
CTTCTCTAGA
CTCGAGGTGC
GACCCGGGCC
ACADDDRAGHC
GAGGGACTTG
GACTGAGTGC
TGACACTGGA
CTATGTTCRA
GTACATTACT
TCTCRACGTG
AATTTCCTGG
CATGGTCTTC
TGEICGTTGTA
ATCTGTTGGA
TGACTTCRAC
CCTRARARCC
TGTRAACCCGS
GARAGARACRGT
GGAATCTCTG

TTROCCACCC



1381
1441
1501
1561
1621
le8l
1741
1801
1861
1521
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2481
2521
2581
2641
2701
2781

2HZ1

CCAGARRTRA
GOGCATGTAC
CTTACCAATC
CCACCCCAGA
ACTCAARCGC
TGGCAGTTGE
TRCCCTTGETG
AATARAAATC
EAAECEGCAA
GAGAGGGTGA
CRGCCCRCTG
ARCCTCACAT
ARCACCTGTTT
AGCACAAATG
TATGTCTGCC
ACAGTCCTAG
ATTGGGGAAA
TGETTTARAAG
CGGAMCCTCR
TGCAGTGTTC
ARGACGAACT
CTACTTCTTG
GGCTACTTGT
CTGCCTTATE

CTTGECCGTG

AATGGTATAR
TGACGATTAT
CCATTTCARR
TTGETGAGAA
TGRCATGTALC
AGGRAGAGTG
MRGARTGEGRG
AATTTGCTCT
ATGTGTCAGC
TCTOCTTCCA
RGCRGGRAGRG
GGTACARGCT
GCRARGARRACTT
ACATTTTGAT
TTGCTCARGA
AGCGTGTGEC
GCATCGAAGT
ATAATGAGAC
CTRTCCGCRG
TTGECTETGE
TGGARATCAT
TCATCATCCT
CCATCGTCAT
ATGCCRAGCAR

GTGCCITTGG
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ARATGGAATR
GGRAGTGAGT
GGRGAMGCAG
ATCTCTAATC
GGTCTATGCC
CGCCARACGAS
RAGTGTGGAG
AATTGAAGGA
TTTGTACAAR
CGTGACCAGG
CGTGTCTTTG
TEGCCCACAG
GGATACTCTT
CATGGAGCTT
CAGGRAGACC
ACCCACGATC
CTCATGCACG
CCTTGTAGAR
RGTGAGGAAG
ARARGTGGAG
TATTCTAGTA
ACGGACCGTT
GGATCCAGAT
ATGGGAATTC

CCARGTGATT

CCCCTTGAGT
GAARGAGACH
RECCATGTGS
TCTCCTGTGG
ATTCCTCCCT
CCCAGCCARG
GACTTCCAGG
nﬂhancnnnn
TGTGAAGCGE
GGTCCTGAAA
TGGTGCACTG
CCTCTGCCAA
TGGAARTTGA
ARGAATGCAT
ARGRAMAGAC
ACAGGAANCT
GCATCTGGGA
GACTCAGGCA
GAGGACGAAG
GCATTTTTCA
GGCACGGCES
ARGCGGGCCA
GAACTCCCAT
CCCAGRGACT

GARAGCAGATG
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CCRATCACAC
CAGGARATTA
TCTCTCTGGT
ATTCCTACCA
CGCATCACAT
CTGTCTCAGT
GAGGAARTAR
CTGTARGTAC
TCARCRARRRGT
TTACTTTGCA
CAGACRGARTC
TCCATGTGGG
ATGCCACCAT
CCTTGCAGGA
ATTGCGTGGT
TGGAGRATCR
ATCCCCCTCC
TTGTATTGAA
GCCTCTACRAC
TRATRGARGE
TGATTGCCAT
ATGGAGGGGA
TGGATGAACA
GGCTGAAGET

CCTTTGGRAT

AATTRAARAGCG
CACTGTCATC
TGTGTATGTC
GTACGGCACC
CCACTGGTAT
GACARRCCCA
ARTTGAAGTT
CCTTGTTATC
tEGGﬂEﬁGéA
ACCTGACATG
TRACGTTTGAG
AGAGTTGCCC
GTTCTCTAAT
CCAAGGAGAC
CAGGCAGCTC
GACGACARGT
ACAGATCATG
GGATGGGAAC
CTGCCRAGGECA
TGCCCAGGAA
GTTCTTCIGG
ACTGAAGACA
TTGTGAACGA
AGGTRAGCCT

TGACARGACH
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GCRACTTGCA
CGAGCTCTCA
BACCTTCTARG
AAATTTGGAA
RCCRAMNGEEG
AAACGGOGCT
GAGARGTCCC
CTGACCTTGG
GCATCGCGRA
AACGTGGTTA
GTCAGARMRG
AGAGTGTACA
TCCTTAGGETG
ARAGAAGGARA
CTGGACTGCT
TTGGEAAATC
ATATCAGAGA
TCCTGTATGE
ATCAGTCAGT
GAAGATATCC
HQTGGTﬂTGG
CCATCTTTTG
ARCCRAGACAR
TCCAGTGRGE

GCCCAGATTC

GGACAGTAGC
TGTCTGAACT
GTGCCTGTAC
ACCTGTCCAC
CRCGATTCCGE
TGGACAGCAT
TCAGTGATGT
AGCATCTCAT
AGTGTARTCCR
AAATCTGTGA
GRGATGCTCG
CAATCCAGAG
CTTCTCCATA
CTAGRATGAG
GGCACGGGEA
TCTTGCAAGC
CTTTEAGCAT
AGGAGGRGGR
HTCTGECRAGAR
CGTTAGAAGA
TTCTTGCOCTC

GTGGAATGGT
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AGTCAMANTG
CAAGATCCTC
CARGCCAGGA
TTACCTGAGG
TCARGGEGRAR
CACCAGTAGC
BAGARGARGRG
CTGTTACAGC
CAGGGACCTG
CTTTGGCTTS
CCTCCCTTTG
TGACGTCTGE
TCCTGGGGTA
GGCCCCTGAT
GCCCAGTCAG
TAATGCTCAG
GGAAGNGGAf
AGTATGTGAC
CRGTAAGCGA
ACCAGARGTA
AGAAGAGCTG

GOCCAGCRAR

GCGGCTACCA GTCCGGATAT

ARGCAGAACT

TCCRGOCTGA

TTTAARAGCTG

CTCGGGGACC

TTGAAMGAMG

ATTCATATTG

GGGCCACTCA

AGCAAGAGAR

GACTRCGTTG

CAGAGCTCAG

GRAGCTCCTG

TTCCAAGTGG

GOGGCACGAR

GCCCGEEATA

BARTGGATGE

TCTTTTGGTG

ARGATTGATG

TATACTACAC

AGACCCACGT

CAGGATGGCA -

TCTGGACTCT
CCCAAATTCC
AAGAGCCGGE
AAAGTAATCE
ARARCTTTGG
AGCAGGGAGT
CACTCCGATG
ATAGAGATTG

ACACTGRAGCT
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GAGCAACACA
GTCACCATCT
TGGTGATTGT
ATGAATTTGT
GAGCARTCCC
CCAGCTCTGE
RAGATCTGTA
CTAAGGGCAT
ATATCCTCTT
TTTATARAGA
CCCCAGRARC
TTTTGCTGTG
ARGRATTTTG
CAGAAATGTA
TTTCAGAGTT
ARGACTACAT
CTCTGCCTAC
ATTATGACAR
CTGTGAGTGT
CAGATGRACARA
AAGACAGAAC
CTGTGGCATC
ACACRGACAC
GAGTGCAARC

CTCCTCCTGT

CAGTGAGCART
CAATGTGGTC
GGARTTCTGC
CCCCTACARG
TCTGGATCTG
ATTTGTGGAG
TRRGGACTTC
GﬂAﬂfTCTTG
ATCGGAGARNG
TCCHAGATTAT
AATTTTTGAC
GERAAATATTT
TAGGCGATTG
CCAGRCCATG
GGTGGANCAT
TGTTCTTCCG

CTCACCTGTT

CACAGCAGGA .

PAMARACATTT

CCAGACGEAC

CARATTATCT

TGERAGGCTCA

CACCGTGTAC

CGGTAGCRCA

TTARAAGGAR
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GCATCCACAC
TTCTTTCCAC
CTOGGACTGC
TGTGTCTGTG
TTATCATGCC
CCOCATCCTC
ARRCCRAGGCR
TATCCAAGAG
ATTGATAGRAR
ATTGTGTTTG
CGGGGTTTCT
GTGCT?TTTE
CCCCAGGARG
AATACCACAA
GChﬁlﬂthh
AIGTtﬁGAEA
GARGGATTTT
TCAGTATTTT
GARTGATTAT
TTATTTAGAC
TTTTTCAARR
TGACTATAAG
ATATATTARR
GTAGCATARC

ARRRRCTTGR

CCCAACTCCC
CAGCAGGARNG
RAGGGRGCOCAG
TCTTCTCCCA
CCTECTGOGE
ARAGAAGTAG
ACGTARGTGT
GCTTTGTTTA
RGGARGACTA
CTCTGGTGGEA
GGTTTTAGAR
TGACTCCTAA
ARAATGATGC
AGAAAGGACA
GCTTCTGETT
CTGAATGCGG
ACCCTTTTGT
AGTTATTTGG
TAGCCAGACT

TTTTAACATA

AAGRAARTGT

ACATGCTATG
GCCTTATATA

BARGGTCATR
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GGACATCRCA

TAGCCGCATT

TCTTCTAGEC

GTGTTGACCT
GTCTCACCAT
CAGTACCTGG
TCGAGGTGTT
GGACGTGGET
RACGTTACCTT
GGTGGGCATG
GETTGCGTGT
TGAGAGTTCC
AGCTCTGGCT
TTCAGCTCAR
TCTTCTGGAR
GAGGTTCAAT
TCTTEEEQ&T
CCTCTACTCC
TCARRATTAT
TAGAGCTATT
GTTTTTTGTT
GCRACATATAT
TAATGRACTT

ATGCTTTCAG

TGRGAGGTCT
TGATTTTCAT
ﬁTnchtGGn
GATCCTCTTT
GGEGTTTAGAA
GGAGCTGACA
GRRGATGGGR
CCCAAGCCAA
GCTTTGGAGA
GGGTCTGTTC
TCTTCGAGTT
TTCCAGACCS
CCTTGTCTCC
GRCTCCCTGC
TGAATRCCCT
GTGAAGCTGT
GTCCCCARCT
AGTARRCCTG
TTTATAGCCC
TCTACTGATT
TGGTACCATA
TTATAGTCTG
TGTACTATTC

CARATTGATGT

69

GCTCRGATTT
TTCGACARCA
BGRGGCTTGT
TTTCATTCAT
CARAGRGCTT
CTTCTGTARA
RGGATTTGCA
GCCTTAAGTG
GTRCTGGAGC
TGAAATGTAA
GEGCTAARGT
TTAGCTGTCT
CAGGCTGATC
CETGTTGAAG
CATATCTGTC
GTGTGGTGTC
CARCTCTCRCC
ARTTGGGTTTG
ARATTATARLC
TTTGCCCTTG
GTGTGARATG
TTEHTETAEH
ACATTTTGTA

CATTTTATTA

TGAAGTGTTG
GARRAAGGAC
GRCOCCRAGAA
TTARARRAGTA
CARGCAATGG
ACTAGAAGAT
GGGECTGRGTC
TEGAATTCGE
CTGCARRTGC
AGGGTTCAGA
ARCGACTTCGETT
CCTTGCCARG
CTTTATTCAG
AGCTTCTGRCT
CTGATGTGAT
ARAGTTTCAG
CCGCHH&CCH
TTCACTCTCT
ATCTATTGTR
TTCTGTCCTT
CTGGGAACAR
ARCARATGTA
TCAGTATTAT

ARGARCATTG
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FIGURA 10

Area de los vasos
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FIGURA 12
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FIGURA 13

Cambios/dia 14
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FIGURA 14

Cambios/dia 14
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