OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @Namero de publicacién: 2 450 541
@Eint. cl.

A61K 31/70 (2006.01)
AO1N 43/04 (2006.01)
CO7K 1/00 (2006.01)
CO7K 14/00 (2006.01)
CO7K 17/00 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  06.06.2005 E 12002027 (6)
Fecha y numero de publicacion de la concesién europea: 19.02.2014  EP 2484364

Tl’tulo: Composiciones para el tratamiento de enfermedades neovasculares

Prioridad: @ Titular/es:
04.06.2004 US 577156 P THE SCRIPPS RESEARCH INSTITUTE (100.0%)
01.07.2004 US 585273 P 10550 North Torrey Pines Road
24.02.2005 US 655801 P La Jolla, CA 92037, US
@ Inventor/es:
Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la FRIEDLANDER. MARTIN:
traduccion de la patente: AGUILAR. HILDA EDITH y
25.03.2014 DORRELL, MICHAEL 1.
Agente/Representante:
CURELL AGUILA, Mireia

ES 2450541 T3

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2450541 T3

DESCRIPCION
Composiciones para el tratamiento de enfermedades neovasculares.
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere al tratamiento de enfermedades neovasculares, tales como enfermedades
neovasculares retinianas. Mas particularmente, la presente invencién se refiere a procedimientos destinados al
tratamiento de enfermedades neovasculares mediante la administracion de una combinacion de farmacos
angiostaticos y angiogénicos a un paciente, y a composiciones para su utilizacién en dichos procedimientos.

Antecedentes de la invencion

La inmensa mayoria de enfermedades que producen pérdida muy grave de la visién lo hacen como resultado de la
neovascularizacién ocular. Por ejemplo, la degeneracion macular por la edad (ARMD) afecta a 12 a 15 millones de
norteamericanos con mas de 65 anos de edad y produce la pérdida de visién en el 10 a 15% de ellos como efecto
directo de la neovascularizacion coroidea (subretiniana). La causa principal de la pérdida de visién para los
norteamericanos menores de 65 afios de edad es la diabetes; 16 millones de personas en los Estados Unidos son
diabéticos y 40.000 al afo padecen complicaciones oculares de la enfermedad, con frecuencia como resultado de la
neovascularizacién retiniana. Aunque la fotocoagulacién con laser ha sido eficaz para prevenir la pérdida grave de
vision en subgrupos de pacientes diabéticos en alta situacién de riesgo, la frecuencia general de 10 afios de la
retinopatia continlia permaneciendo sustancialmente inalterada. Para los pacientes con neovascularizacion coroidea
debido a ARMD o la enfermedad ocular inflamatoria tales como la histoplasmosis ocular, la fotocoagulacién, con
pocas excepciones es ineficaz para prevenir la pérdida de visién. Aunque se han desarrollado recientemente, las
terapias fotodinamicas no destructivas continian siendo prometedoras para la pérdida individual con reduccion
temporal en pacientes con neovascularizacién coroidea no tratable anteriormente, solamente el 61,4% de los
pacientes tratados cada 3 a 4 meses ha mejorado o estabilizado la vision en comparacién con el 45,9% del grupo
tratado con placebo.

La ARMD vy la retinopatia diabética son las causas principales de la pérdida de visiébn en las naciones
industrializadas y es asi como resultado de la neovascularizacién retiniana anormal. Dado que la retina consta de
capas bien definidas de elementos neuronales, gliales y vasculares, alteraciones relativamente pequenas tales como
las observadas en la proliferacion vascular o el edema pueden conducir a la pérdida significativa de la funcion visual.
Las degeneraciones retinianas hereditarias, tales como la retinosis pigmentaria (RP), estan también asociadas a
anomalias vasculares tales como el estenosis arteriolar y la atrofia vascular. Aunque se ha hecho un avance
significativo en la identificacion de los factores que estimulan e inhiben la angiogenia, actualmente no existe ningin
tratamiento disponible para tratar especificamente la vasculopatia ocular.

Las degeneraciones hereditarias de la retina afectan como mucho a 1 de cada 3.500 personas y se caracterizan por
la ceguera nocturna progresiva, la pérdida de campo visual, la atrofia del nervio 6ptico, la atenuacion arteriolar, la
permeabilidad vascular alterada y la pérdida central de la vision con frecuencia evolucionando hasta la ceguera
completa (Heckenlively, J. R., editor, 1988; Retinitis Pigmentosa, Filadelfia: JB Lippincott Co.) El analisis genético
molecular de estas enfermedades ha identificado mutaciones en mas de 110 genes diferentes lo que explica
solamente un porcentaje relativamente pequeno de las personas afectadas conocidas (Humphries et al., 1992,
Science 256:804-808; Farrar et al. 2002, EMBO J. 21:857-864). Muchas de estas mutaciones estan asociadas a
componentes enzimaticos y estructurales del sistema de fototransduccién incluyendo rodopsina, GMPc
fosfodiesterasa, rds periferina y RPE65. A pesar de estas observaciones, existen todavia tratamientos ineficaces
para ralentizar o invertir la evolucion de las enfermedades retinianas degenerativas. Los avances recientes en
terapia génica han conducido a la inversién lograda de los fenotipos rds (Ali et al. 2000, Nat. Genet. 25:306-310) y rd
(Takahashi et al. 1999, J. Virol. 73:7812-7816) en ratones y el fenotipo de RPE65 en perros (Acland et al. 2001, Nat.
Genet. 28:92-95) cuando el transgén natural es suministrado a fotorreceptores o al epitelio retiniano pigmentado
(ERP) en animales con una mutacion especifica.

La angiogenia es el procedimiento mediante el cual se forman nuevos vasos sanguineos. En respuesta a senales
quimicas especificas, los capilares salen de los vasos existentes, aumentando de tamano finalmente segun necesita
el organismo. Inicialmente, las células endoteliales, que recubren los vasos sanguineos, dividen en una direccién
octogonal al vaso existente, formando un brote sélido. Las células endoteliales adyacentes forman a continuacion
grandes vacuolas y las células se reordenan de modo que las vacuolas se orientan unidas por los extremos y
finalmente emergen para forman la luz de un nuevo capilar (formacién tubular).

La angiogenia es estimulada por numerosas condiciones, tal como en respuesta a una herida, y acompafa casi todo
el crecimiento tisular en los organismos vertebrados tales como de los mamiferos. La angiogenia también
desempefia una funcidon en determinadas enfermedades tales como determinados canceres. El crecimiento de
tumores, por ejemplo, requiere crecimiento de los vasos sanguineos para proporcionar oxigeno y nutrientes al tejido
del tumor en desarrollo. Ademas, la neovascularizacién ocular esta asociada a la inmensa mayoria de las
enfermedades oculares que conducen a la pérdida muy grave de la visién.
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La angiogenia puede detenerse o inhibirse interfiriendo con las sefales quimicas que estimulan el proceso
angiogénico. Por ejemplo, las células endoteliales angiogénicas producen proteasas para digerir la lamina basal que
rodea los vasos sanguineos, eliminando de este modo un camino para el nuevo capilar. La inhibicion de estas
proteasas, o su inhibicion, puede evitar que se formen nuevos vasos. Asi mismo, las células endoteliales proliferan
en respuesta a sefiales quimicas. Las sefiales de proliferacion particularmente importantes incluyen el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) y las familias del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) de proteinas. Se
ha demostrado que VEGF esta implicado en la vascularizacion de determinados tumores. La interferencia con estos
procesos de sefializacion de la proliferacion pueden también inhibir la angiogenia.

En la angiogenia estan implicados varios factores. Las moléculas del factor de crecimiento de fibroblastos tanto
acidas como basicas son mitégenos para las células endoteliales y otros tipos de células. Un mitégeno muy selectivo
para las células endoteliales vasculares es el VEGF.

En el adulto normal, la angiogenia esta estrictamente regulada, y se limita a la cicatrizacion de heridas, el embarazo
y el ciclo uterino. La angiogenia se pone en marcha por moléculas angiogénicas especificas tales como el factor de
crecimiento de fibroblastos basico y acido (FGF), el VEGF, la angiogenina, el factor de crecimiento transformante
(TGF), el factor a de la necrosis tumoral (FNT-a) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). La
angiogenia puede ser suprimida por moléculas inhibidoras tales como interferdn-a, trombospondina-1, angioestatina
y endostatina. Es el equilibrio de estos estimulantes e inhibidores naturales el que controla el sistema vascular
capilar normalmente inactivo. Cuando este equilibrio se altera, como en determinadas enfermedades, las células
endoteliales capilares estan inducidas a proliferar, emigrar y por ultimo diferenciarse.

La angiogenia desempefia una funcién principal en una variedad de enfermedades incluyendo el cancer y la
neovascularizacién ocular. El crecimiento mantenido y la metastasis de una variedad de tumores se ha demostrado
también que depende del crecimiento de nuevos vasos sanguineos del hospedador en el tumor en respuesta a
factores angiogénicos procedentes del tumor. La proliferacion de nuevos vasos sanguineos en respuesta a una
variedad de estimulos se produce como el descubrimiento dominante en la mayoria de las enfermedades oculares y
que ciegan incluyendo la retinopatia diabética proliferante, ARMD, el glaucoma rubeético, la queratitis intersticial y la
retinopatia precoz. En estas enfermedades, el dafo tisular puede ocasionar la liberacién de factores angiogénicos
produciendo la proliferacion capilar. El VEGF desempefia una funciéon dominante en la neovascularizacion del iris y
en las retinopatias neovasculares. Aunque los informes demuestran claramente una correlacion entre los niveles de
VEGF intraoculares y la neovascularizacion ocular retinopatica isquémica, FGF desempefia probablemente también
una funcion. Los FGF &cido y basico son conocidos porque estan presentes en la retina del adulto normal, aun
cuando niveles detectables no se correlacionan sistematicamente con la neovascularizacion. Esto puede ser en gran
medida debido a que el FGF se une muy fuertemente a los componentes cargados de la matriz extracelular y puede
no estar facilmente disponible en una forma libremente difundible que se detectaria mediante ensayos normalizados
de los fluidos intraoculares.

Una ruta frecuente final en la respuesta angiogénica implica el cambio de informaciéon mediado por la integrina entre
una célula endotelial vascular proliferante y la matriz extracelular. Esta clase de receptores de adhesion,
denominados integrinas, se expresan como heterodimeros con una subunidad a y B en todas las células. Dicha
integrina, ovBs, €s el miembro méas promiscuo de esta familia y permite a las células endoteliales interactuar con una
amplia variedad de componentes de la matriz extracelular. Los antagonistas de péptidos y de anticuerpos de esta
integrina inhiben la angiogenia provocando de manera selectiva la apoptosis de las células endoteliales vasculares
proliferantes. Existen dos rutas de angiogenia dependientes de citocinas y pueden definirse por su dependencia de
distintas integrinas de las células vasculares, a,Bs y a,fs. Especificamente, la angiogenia inducida por el FGF basico
y el VEGF depende de la integrina a,s y a.fs, respectivamente, ya que los antagonistas de anticuerpos de cada
integrina bloquean selectivamente una de estas rutas angiogénicas en los modelos de de la cérnea de conejo y de la
membrana corioalantoica de pollo (CAM). Los antagonistas de péptidos que bloguean todas las integrinas ay inhiben
la angiogenia estimulada por FGF y VEGF. Aunque los vasos sanguineos oculares humanos normales no presentan
una de las dos integrinas, a,fs y a,fs las integrinas se presentan selectivamente en los vasos sanguineos en los
tejidos de los pacientes con enfermedad ocular neovascular activa. Aunque solamente a,f3 se observé
sistematicamente en el tejido de los pacientes con ARMD, tanto a,83 como a,s estaban presentes en los tejidos de
pacientes con retinopatia diabética proliferante. Los antagonistas de integrinas de péptidos administrados en todo el
sistema bloquearon la formacién de nuevos vasos sanguineos en un modelo de ratén de vasculogenia retiniana.

El documento US 2003/0191098 divulga una composicion inhibidora de la angiogénesis que comprende un
compuesto inhibidor de la angiogénesis y un farmaco antiinflamatorio.

El documento US 2003/0017564 divulga un polipéptido soluble en agua derivado de la triptofanil-ARNt sintetasa que
resulta atil para la inhibicion de la angiogénesis.

Por consiguiente, los agentes antiangiogénicos desempefian una funcién en el tratamiento de la degeneracion

retiniana al evitar los efectos dafinos de estos factores troficos y del crecimiento. Los agentes angiogénicos,
desempefian también una funcion en la estimulacion deseable de la vascularizacién al retardar la degeneracion
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retiniana aumentando la circulacién sanguinea a las células.

Inmensos esfuerzos de investigacion han contribuido a la comprensiéon de los autores de los mecanismos de la
angiogenia durante la evolucién de la enfermedad, y como resultado de estos estudios, un gran nimero de
moléculas angiostaticas ha sido, o esta siendo actualmente, probado en pruebas clinicas. Sin embargo, hasta la
fecha, los resultados de estas pruebas clinicas han sido decepcionantes, y los beneficios de estos tratamientos
antiangiogénicos en los pacientes han sido minimos en el mejor de los casos.

Muchos factores pueden necesitar consideracion antes de que las terapias angiostaticas lleguen a tener éxito
finalmente. Los mecanismos compensadores naturales pueden finalmente hacer obsoletas las monoterapias
angiogénicas. Los farmacos angiostaticos generalmente se dirigen a una sola citocina o ruta angiogénica
intracelular. La angiogenia in vivo es probable que se inicie mediante la sefializaciéon combinada de multiples rutas.
Por lo tanto, el bloqueo de una sola ruta puede ser insuficiente para prevenir la angiogenia durante el tratamiento de
enfermedades neovasculares. Lo que complica mas las cosas, es también probable que al bloquear una sola ruta
provoque la compensacion y aumento de las funciones de otras rutas angiogénicas.

Se ha descubierto ahora que una administracion simultanea de una combinacion de compuestos angiostaticos que
se dirigen a diferentes rutas aumenta la potencia angiostatica y ademads interfiere con los mecanismos
compensadores naturales.

Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona unas composiciones para su utilizacién en el tratamiento de una enfermedad
neovascular, tal como una enfermedad neovascular retiniana, al administrar a un mamifero que padece una
enfermedad neovascular una cantidad de una combinacion de farmacos supresores de angiogenia suficiente para
inhibir la nueva formacion de vasos sanguineos. Estos farmacos son una combinacién de un fragmento angiostatico
de la triptofanil-ARNt sintetasa (TrpRS), un agente antiinflamatorio y un inhibidor de sefalizacién de integrina.
Adicionalmente, el agente terapéutico puede comprender un esteroide angiostatico, un agente antineoplasico, un
agente antibacteriano, un agente antiviral, y similares. Preferentemente el mamifero es humano.

Un procedimiento relacionado comprende la administracién a un mamifero que padece una enfermedad neovascular
de una cantidad inhibidora del desarrollo vascular de una mezcla de farmacos que comprende un fragmento
angiostatico de TrpRS (por ejemplo, el fragmento T1, el fragmento T2, o el fragmento mini- TrpRS descrito en la
presente memoria) y por lo menos un compuesto seleccionado de entre un inhibidor de sefializacion de VEGF y un
inhibidor de sefalizacién de integrina. Otra forma de realizacién en este contexto es la combinacién triple del
fragmento angiostatico T2-TrpRS, un inhibidor de sefalizacién de VEGF tal como un aptamero VEGF, y un inhibidor
de sefalizacion de integrina tal como un inhibidor de sefalizacion de integrina a.fs, y avBs. Una combinacion triple
particularmente preferida comprende el fragmento T2 de la TrpRS, un aptamero VEGF especifico para VEGF-165
(por ejemplo, el pegaptanib sédico), y un inhibidor de sefalizacién de integrina avBs, y afs peptidomimético (por
ejemplo, el compuesto (1) descrito en la presente memoria). Esta combinacion triple particular presenta un efecto
sinérgico fuerte sobre la inhibicién de la neovascularizacion en el ojo del mamifero.

Las enfermedades neovasculares que pueden tratarse mediante los procedimientos comprenden, de manera no
limitativa, enfermedades oculares tales como las enfermedades degenerativas retinianas, las enfermedades
degenerativas vasculares retinianas, las retinopatias isquémicas, las hemorragias vasculares, la fuga vascular, y
coroidopatias en mamiferos neonatos, infantiles, juveniles, o completamente desarrollados. Los procedimientos
pueden ser utilizados para tratar enfermedades neovasculares tales como canceres con tumor sélido (por ejemplo,
cancer de pulmon, cancer de mama y cancer de prostata) y la artritis reumatoide, por ejemplo.

Una composicién terapéutica util para la inhibicién de la angiogénesis, y por lo tanto para el tratamiento de las
enfermedades neovasculares, comprende una mezcla de un fragmento angiostatico de la triptofanil-ARNt sintetasa
(TrpRS), un inhibidor de senalizacion de VEGF, y un inhibidor de sefalizacién de integrina, junto con un excipiente y
portador farmacéuticamente aceptables para la misma. Opcionalmente, las composiciones terapéuticas presentes
pueden comprender asimismo uno o mas de entre un esteroide angiostatico, un agente antineoplasico, un agente
antibacteriano, un agente antiviral, un agente antiinflamatorio, y agentes terapéuticos similares. En particular, la
presente invencion pertenece a:

1. Composicién que comprende (i) un fragmento angiostatico de triptofanil-ARNt sintetasa (TrpRS); (ii) un
agente antiangiogénico que es un inhibidor de sefalizacion de la integrina; y (iii) un agente terapéutico en la
que el agente terapéutico es un agente antiinflamatorio.

2. Composicion segun el punto 1, en la que el fragmento angiostatico de TrpRS presenta un tamafo molecular
de mas de aproximadamente 48 KDa.

3. Composicion segun el punto 1, en la que el fragmento angiostatico de TrpRS presenta un tamafo molecular
de mas de aproximadamente 46 KDa.
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4. Composicion segun el punto 1, en la que el fragmento angiostatico de TrpRS presenta un tamafo molecular
de mas de aproximadamente 43 KDa.

5. Composicion segun el punto 1, en la que el fragmento angiostatico de TrpRS presenta una secuencia de
restos de aminoéacidos seleccionada de entre el grupo constituido por la SEC ID N°% 1, SEC ID N°: 2, SEC ID
N°: 3y SEC ID N°: 4.

6. Composicion segun cualquiera de los puntos 1 a 5, en la que el inhibidor de sefalizacién de integrina es un
antagonista de integrina angiostatica.

7. Composicion farmacéutica que comprende una composicion segin cualquiera de los puntos 1 a 6 y un
portador farmacéuticamente aceptable para la misma.

8. Composicion segun cualquiera de los puntos 1 a 6 para su utilizacion en un procedimiento para el tratamiento
de una enfermedad neovascular.

9. Composiciéon segun el punto 8, en la que la enfermedad neovascular se selecciona de entre el grupo
constituido por enfermedades neovasculares oculares, glaucoma rubedtico, pterigion, canceres con tumor
solido, artrosis, artritis reumatoide, anomalias vasculares, malformaciones vasculares y psoriasis.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 representa las secuencias de aminoacidos de fragmentos angiostaticos de triptofanil-ARNt sintetasa
denominada T2-TrpRS, SEC ID n° 1 y T2-TrpRS-GD, SEC ID n° 2 (un mutante de la misma).

La Figura 2 representa las secuencias de aminoacidos de fragmentos angiostaticos de triptofanil-ARNt sintetasa
denominada mini-TrpRS, SEC ID n° 3y T1-TrpRS, SEC ID n° 4

La Figura 3 representa la secuencia de amino&cidos de TrpRS completa (SEC ID n° 5) e indica la posicién de T1,
T2 y minifragmentos de la misma.

La Figura 4 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones de referencia del ejemplo 1 inyectados por via intravitrea con PBS.

La Figura 5 representa microfotografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones del ejemplo 1 inyectados por via intravitrea con (A) una concentracion 0,5 x (10 mg/ml) del compuesto 1
inhibidor de sefalizacion peptidomimético de la integrina; (B) una concentraciéon 1 x (2 mg/ml) del compuesto (2)
aptamero VEGF; y (C) una combinacién del compuesto (1) inhibidor de sefializacién de integrina y el compuesto
(2) aptamero VEGF.

La Figura 6 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones de referencia del ejemplo 2 inyectados por via intravitrea con solucién salina tamponada con fosfato
(PBS).

La Figura 7 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones del ejemplo 2 inyectados por via intravitrea con una concentracion 0,1 x (0,05 mg/ml) de T2-TrpRS.

La Figura 8 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones del ejemplo 2 inyectados por via intravitrea con una concentracion 0,1 x del compuesto (2) aptamero
VEGF.

La Figura 9 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones del ejemplo 2 inyectados por via intravitrea con una combinaciéon de una concentracién 0,1 x de T2-
TrpRS y una concentracion 0,1 x del compuesto (2) aptamero VEGF.

La Figura 10 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones de referencia del ejemplo 3 inyectados por via intravitrea con PBS.

La Figura 11 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones del ejemplo 3 inyectados por via intravitrea con una concentracion 1 x de T2-TrpRS.

La Figura 12 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones del ejemplo 3 inyectados por via intravitrea con una concentracién 1 x del compuesto (2) aptamero
VEGF.
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La Figura 13 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones del ejemplo 3 inyectados por via intravitrea con una concentracion 1 x de T2-TrpRS y una concentracion
1 x del compuesto (2) aptamero VEGF.

La Figura 14 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones de referencia del ejemplo 4 inyectados por via intravitrea con soluciéon salina tamponada con fosfato
(PBS).

La Figura 15 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones del ejemplo 4 inyectados por via intravitrea con una concentracion 1 x de T2-TrpRS.

La Figura 16 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones del ejemplo 4 inyectados por via intravitrea con una concentraciéon 0,5 x del compuesto (2) aptamero
VEGF.

La Figura 17 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones del ejemplo 4 inyectados por via intravitrea con una concentracion 1 x de T2-TrpRS y una concentracion
0,5 x del compuesto (2) aptamero VEGF.

La Figura 18 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones de referencia del ejemplo 5 inyectados por via intravitrea con PBS.

La Figura 19 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones del ejemplo 5 inyectados por via intravitrea con una concentracion 1 x de T2-TrpRS.

La Figura 20 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones del ejemplo 5 inyectados por via intravitrea con una concentracién 0,5 x del compuesto (1) inhibidor
peptidomimético de sefalizacién de integrina.

La Figura 21 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones del ejemplo 5 inyectados por via intravitrea con una combinacion de una concentraciéon 1 x de T2-TrpRS
y una concentracion 0,5x del compuesto (1) inhibidor peptidomimético de sefnalizacién de integrina.

La Figura 22 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones de referencia del ejemplo 6 inyectados por via intravitrea con PBS.

La Figura 23 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones del ejemplo 6 inyectados por via intravitrea con una concentracion 1 x de T2-TrpRS.

La Figura 24 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones del ejemplo 6 inyectados por via intravitrea con una concentracién 1 x del compuesto (2) aptamero
VEGF.

La Figura 25 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones del ejemplo 6 inyectados por via intravitrea con una concentracién 0,5 x del compuesto (1) inhibidor
peptidomimético de sefalizacién de integrina.

La Figura 26 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones del ejemplo 6 inyectados por via intravitrea con una combinacion de una concentraciéon 1 x de T2-TrpRS
y una concentracion 1 x del compuesto (2) aptamero VEGF.

La Figura 27 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones del ejemplo 6 inyectados por via intravitrea con una combinacion de una concentraciéon 1 x de T2-TrpRS
y una concentracién 0,5 x del compuesto (1) inhibidor peptidomimético de sefnalizacién de integrina.

La Figura 28 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones del ejemplo 6 inyectados por via intravitrea con una combinacién de una concentracion 1 x de T2-TrpRS,
una concentracién 0,5 x del compuesto (1) inhibidor peptidomimético de sefalizacién de integrina y una
concentracién normal del compuesto (2) aptamero VEGF.

La Figura 29 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones de referencia del ejemplo 7 inyectados por via intravitrea con PBS.

La Figura 30 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones del ejemplo 7 inyectados por via intravitrea con una concentracion 1 x de T2-TrpRS.
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La Figura 31 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones del ejemplo 7 inyectados por via intravitrea con una concentracién 1 x del compuesto (2) aptamero
VEGF.

La Figura 32 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones del ejemplo 7 inyectados por via intravitrea con una concentracién 0,5 x del compuesto (1) inhibidor
peptidomimético de sefalizacién de integrina.

La Figura 33 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones del ejemplo 7 inyectados por via intravitrea con una combinacion de una concentracién 0,5 x del
compuesto (1) inhibidor peptidomimético de sefnalizacién de integrina y una concentraciéon 1 x del compuesto (2)
aptamero VEGF.

La Figura 34 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones del ejemplo 7 inyectados por via intravitrea con una combinacién de una concentracion 1 x de T2-TrpRS,
una concentracién 0,5 x del compuesto (1) inhibidor peptidomimético de sefalizacién de integrina y una
concentracién 1 x del compuesto (2) aptamero VEGF.

La Figura 35 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones de referencia del ejemplo 9 inyectados por via intravitrea con PBS.

La Figura 36 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones del ejemplo 9 inyectados por via intravitrea con una concentracion 1 x del compuesto (1) inhibidor
peptidomimético de sefalizacién de integrina.

La Figura 37 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones del ejemplo 9 inyectados por via intravitrea con una concentracién 1 x del compuesto (2) aptamero
VEGF.

La Figura 38 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones del ejemplo 9 inyectados por via intravitrea con una concentracion 1 x de T2-TrpRS.

La Figura 39 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones del ejemplo 9 inyectados por via intravitrea con una concentracion 1 x de T2-TrpRS y del compuesto (1)
inhibidor peptidomimético de sefalizacion de integrina.

La Figura 40 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones del ejemplo 9 inyectados por via intravitrea con una concentracion 1 x del compuesto (1) inhibidor
peptidomimético de sefalizacién de integrina y del compuesto (2) aptamero VEGF.

La Figura 41 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones del ejemplo 9 inyectados por via intravitrea con una combinacion de una concentraciéon 1 x de T2-TrpRS
y del compuesto (2) aptamero VEGF.

La Figura 42 representa fotomicrografias de las capas vasculares primaria y secundaria de las retinas de los
ratones del ejemplo 9 inyectados por via intravitrea con una combinacién de una concentracion 1 x de cada uno
de los inhibidores T2-TrpRS, del compuesto (1) inhibidor peptidomimético de sefializacién de integrina y del
compuesto (2) aptamero VEGF.

La Figura 43 es una representacion grafica de los datos de un experimento de dosificacién de T2-TrpRS.

La Figura 44 es una representacion grafica de los datos de un experimento de dosificacién del aptdmero VEGF.
La Figura 45 es una representacion grafica de los datos que presentan la inhibicién de la formacion del plexo
vascular profundo en funcién de la concentracién 6ptima administrada del aptamero VEGF y del compuesto T2-

TrpRS, solo y en combinacién.

La Figura 46 es una representacion grafica de los datos del experimento de dosificacion del antagonista de
integrina ayBs, y avBs.

La Figura 47 es una representacion grafica de los datos que presentan la inhibicién de la formacion del plexo
vascular profundo en funcion de la concentracion éptima administrada de una pequefia molécula antagonista de
integrina ovBs, y avBs y T2-TrpRS, solo y en combinacion.

La Figura 48 es un resumen grafico de los datos que presentan la inhibicion de la formacion del plexo vascular
profundo en varias combinaciones de terapias.
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La Figura 49 es un resumen grafico de los datos que presentan el grado de inhibicién de la formacion del plexo
vascular profundo en varias combinaciones de terapias.

La Figura 50 es un serie de fotomicrografias de las capas vasculares primaria y profunda (secundaria) en varias
terapias y combinaciones de las mismas a los niveles de dosificacién mostrados en la figura 49.

La Figura 51 es una representacion grafica de los niveles de inhibicion de la formacion del plexo vascular con
triple terapia a varios niveles de dosificacion.

La Figura 52 es una representacion grafica similar a la Figura 51 pero mostrando la inhibicién de >75%, >90% y
100%.

La Figura 53 es una representacion grafica de los niveles de inhibicion de la formacién del plexo vascular
comparando las monoterapias con las politerapias a varios niveles de dosificacién.

La Figura 54 es una representacion grafica de los niveles de inhibicion >75%, >90% y 100% de la formacion del
plexo vascular comparando las monoterapias con las politerapias a varios niveles de dosificacion.

La Figura 55 es una representacion grafica de los datos que muestran una zona de ovillos neovasculares en
funciéon de varias monoterapias asi como una politerapia triple utilizando una sola inyeccion de un agente o
agentes terapéuticos.

La Figura 56 es similar a la Figura 55 pero muestra los datos de una inyeccién doble de un agente o agentes
terapéuticos.

La Figura 57 es una representacion gréafica de los datos que muestra zonas de ovillos neovasculares en funcion
de varias monoterapias, terapias dobles y una terapia triple.

La Figura 58 es un serie de fotomicrografias que muestra las retinas de ratén tratadas con compuestos
angiostaticos individualmente y en combinacién.

La Figura 59 presenta la estructura del compuesto (2) aptamero VEGF (SEC ID n° 6), pegaptanib sédico.

La Figura 60 muestra un gréafico de supervivencia de ratas que tienen tumor tratadas con una composicion de la
invencion (cuadrados) frente a ratas de referencia tratadas solamente con PBS (triangulos).

Descripcion detallada de las formas de realizacion preferidas

Una composicion apropiada para el tratamiento de una enfermedad neovascular comprende un fragmento
angiostatico de la triptofanil-ARNt sintetasa (TrpRS), un agente antiangiogénico que es un inhibidor de sefalizacion
de integrina (por ejemplo, un antagonista de la integrina angiostatica), y un agente terapéutico es un agente
antiinflamatorio.

Los fragmentos angiostaticos preferidos de TrpRS incluyen un fragmento de 43 kDa (es decir, el fragmento T2, “T2-
TrpRS”, SEC ID n° 1, un mutante de T2-TrpRS, “T2-TrpRS-GD”, SEC ID n° 2; ambos se muestran en la Figura 1), un
fragmento de 48 kDa tal como la TrpRS truncada conocido como mini-TrpRS (SEC ID n° 3, mostrado en la Figura 2)
y un fragmento de 46 kDa tal como la TrpRS truncada conocido como T1-TrpRS (SEC ID n° 4, mostrado en la Figura
2). La secuencia de restos de aminoacidos de T2-TrpRS-GD (SEC ID n° 2) difiere de la SEC ID. n° 1 en dos
aminoacidos (es decir, S121G e Y122D). La secuencia de restos de amino&cidos de TrpRS humano completo (SEC
ID n° 5) se muestra en la figura 3, junto con una indicacién de la posible posicion de los T1, T2 y minifragmentos de
la misma. Sin vincularse a la teoria, se cree que los fragmentos angiostaticos de TrpRS pueden formar dimeros no
covalentes (véase p. €j., Yu et al. J. Biol. Chem. 2004, 279:8378-8388), que pueden contribuir a la actividad biolégica
de los fragmentos. Por consiguiente, cualquier referencia en la presente memoria y en las reivindicaciones adjuntas
a un fragmento angiostatico de TrpRS (p. ej., T1-TrpRS, T2-TrpRS, mini-TrpRS) debe considerarse como una
referencia a la forma monémero, a la forma dimero o a una mezcla de las mismas.

Los inhibidores de sefalizacion de integrina preferidos son los antagonistas de avBs, y avBs, que incluyen los
péptidos RGD, tales como los descritos en la patente US n° 5.693.612, la patente US n° 5.766.591, la patente US n°
5.767.071, la patente US n° 5.780.426 y la patente US n° 6.610.826, y los antagonistas de integrina
peptidomiméticos tales como los descritos en la patente US n° 5.614.531, la patente US n° 5.614.535, la patente US
n°® 6.326.403, la patente US n° 6.455.529, la patente US n° 6.521.646, la patente US n° 6.559.144, la patente US n°
6.576.637, la patente US n° 6.602.876, la patente US n° 6.645.991, y la patente US n° 6.649.613. Un inhibidor de
sefalizacion de integrina peptidomimético particularmente preferido es un compuesto que presenta la férmula del
compuesto (1), disponible en Merck KGaA (Darmstad, Alemania) como EMD 472523.
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Los inhibidores de senalizacion de VEGF preferidos incluyen aptameros selectivos de VEGF (oligonucledtidos de
unién a proteina), preferentemente aptameros resistentes a la nucleasa que se unen a VEGF-165, tales como
aptameros a base de 2'-fluoropirimidina ARN que se unen a VEGF-165 descritos por Ruckman et al. J. Biol. Chem.
1998, 273: 20556-20567, y similares; anticuerpos anti-VEGF y sus fragmentos que se unen a VEGF, tales como el
anticuerpo Rhu disponible en Genentech (San Francisco, CA) y un fragmento Fab del mismo (RhuFab V2);
receptores de VEGF solubles tales como VEGFR1 soluble; y los ARN pequefios de interferencia (siRNA) que
dianizan VEGF o sus receptores, tales como los siRNA descritos por Reich et al. Mol. Vis. 2003; 9:210-216. Los
inhibidores de sefalizacion de VEGF preferidos son los aptameros de VEGF resistentes a la nucleasa, mas
preferentemente aptameros a base de 2’-fluoropirimidina ARN, tal como pegaptanib sodico (Compuesto (2)) que es
un oligonucledtido polietoxilado que tiene la férmula siguiente (SEC ID n° 6, Figura 59, R en la Figura 59 es una
cadena de polietilenglicol (PEG) de 40 kiloDaltons):

Compuesto (1)

PEG de 5’-40K-aminoenlazador C5-CfGmMGmMArArUfCIAMGmUfGmMAMAMUIGmCIUTUfAMUfAMCIAMUCICIGm3’-
3dT

en la que
Cf = 2'fluoro C Ar =2 OH (ribo) A
Uf = 2’fluoro U 3’-3'dT = desoxiT invertido
Am =20OMe A aminoenlazador de C5 = enlazador pentil amino
Gm =20Me G PEG 40K = polietilenglicol amida de 40K.

Un oligonucleotido polietoxilado de la SEC ID n° 6 se comercializa bajo la marca registrada MACUGEN® por
Eyetech Pharmaceuticals, Inc., y es conocido también como NX1838 o pegaptanib sddico.

En una forma de realizacion la combinacién de farmacos incluye también por lo menos un agente terapéutico
adicional tal como un esteroide angiostatico, un agente antineoplasico, un agente antibacteriano, un agente
antivirico, un agente antinflamatorio y similares.

Los ejemplos de esteroides angiostaticos adecuados incluyen acetato de anecortave y triamcinolona acetoénido.

Los ejemplos de agentes antineoplasicos adecuados incluyen Aclarrubicina; Hidrocloruro de Acodazol; Acronina;
Adozelesina; Aldesleucina; Altretamina; Ambomicina; Acetato de Ametrantona; Aminoglutetimida; Amsacrina;
Anastrazol; Antramicina; Asparaginasa; Asperlina; Azacitidina; Azetepa; Azotomicina; Batimastat; Benzodepa;
Bicalutamida; Hidrocloruro de Bisantremo; Dimesilato de Bisnafida; Bizelesina; Sulfato de Bleomicina; Brequinar
Sadico; Bromopirimina; Busalfan; Cactinomicina; Calusterona; Caracemida; Carbetimer; Carboplatino; Carmustina;
Hidrocloruro de Carubicina; Carzelesina; Cedefingol; Clorambucilo; Cirolemicina; Cisplatino; Cladribina; Melisato de
Crisnatol; Ciclofosfamida; Citarabina; Dacarbazina; Dactinomicina; Hidrocloruro de Daunorrubicina; Decitabina;
Dexormaplatino; Dezaguanina; Mesilato de Dezaguanina; Diazicuona; Docetaxel; Doxorrubicina; Hidrocloruro de
Doxorrubicina; Droloxifeno; Citrato de Droloxifeno; Propionato de Dromostanolona; Duazomicina; Edatrexato;
Hidrocloruro de Eflornitina; Elsamitrucina; Enloplatino; Enpromato; Epipropidina; Hidrocloruro de Epirrubicina;
Erbulozol; Hidrocloruro de Esorrubicina; Estramustina; Estramustina Fosfato de de Sodio; Etanidazol; Aceite | 131 de
Etiodized; Etopdsido; Fosfato de Etopdsido; Etoprina; Hidrocloruro de Fadrozol; Fazarabina; Fenretinida; Floxuridina;
Fosfato de Fludarabina; Fluorouracilo; Fluorocitabina; Fosquidona; Fostriecina Sodica; Gemcitabina; Hidrocloruro de
Gemcitabina; Oro Au 198; Hidroxiurea; Hidrocloruro de ldarrubicina; Ifosfamida; Imofosina; Interferéon Alfa-2a;
Interferon Alfa-2b; Interferon Alfa-n1; Interferon Alfa-n3; Interferén Beta-la; Interferon Gamma-lb; Iproplatino;
Hidrocloruro de lIrinotecan; Acetato de Lanrreotido; Letrozol; Acetato de Leuprolida; Hidrocloruro de Liarozol;
Lometrexol Sédico; Lomustina; Hidrocloruro de Losoxantona; Masoprocol; Maytansina; Hidrocloruro de
Mecloretamina; Acetato de Megestrol; Acetato de Melengestrol; Melfalan; Menogaril; Mercaptopurina; Metotrexato;
Metotrexato Sodico; Metoprina; Meturedepa; Mitindomida; Mitocarcina; Mitocromina; Mitogillina; Mitomalcina;
Mitomicina; Mitosper; Mitotano; Hidrocloruro de Mitoxantrona; Acido Micofendlico; Nocodazol; Nogalamicina;
Ormaplatino; Oxisurano; Paclitaxel; Pegaspargasa; Peliomicina; Pentamustina; Sulfato de Peplomicina;
Perfosfamida; Pipobromano; Piposulfano; Hidrocloruro de Piroxantrona; Plicamicina; Plomestano; Porfimer Sédico;
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Porfiromicina; Prednimustina; Hidrocloruro de Procarbazina; Puromicina; Hidrocloruro de Puromicina; Pirazofurina;
Riboprina; Rogletimida; Safingol; Hidrocloruro de Safingol; Semustina; Simtraceno; Esparfosato Sdédico;
Esparsomicina; Hidrocloruro de Espirogermanio; Espiromustina; Espiroplatino; Estreptonigrina; Estreptozocina;
Cloruro de Estroncio Sr 89; Sulofenur; Talisomicina; Taxano; Taxoide; Tecogalan Sédico; Tegafur; Hidrocloruro de
Teloxantrona; Temoporfina; Tenipdsido; Teroxirona; Testolactona; Tiamiprina; Tioguanina; Tiotepa; Tiazofurina;
Tirapazamina; Hidrocloruro de Topotecan; Citrato de Toremifeno; Acetato de Trestolona; Fosfato de Triciribina;
Trimetrexato; Glucuronato de Trimetrexato; Triptorelina; Hidrocloruro de Tubulozol; Mostaza de Uracilo; Uredepa;
Vapreotida; Verteporfina; Sulfato de Vinblastina; Sulfato de Vincristina; Vindesina; Sulfato de Vindesina; Sulfato de
Vinepidina; Sulfato de Vinglicinato; Sulfato de Vinleurosina; Tartrato de Vinorelbina; Sulfato de Vinrosidina; Sulfato
de Vinzolidina; Vorozol; Zeniplatino; Zinostatina e Hidrocloruro de Zorubicina.

Los ejemplos de agentes antibacterianos adecuados comprenden de manera no limitativa penicilinas,
aminoglucosidos, macrélidos, monobactamos, rifamicinas, tetraciclinas, cloranfenicol, clindamicina, lincomicina,
imipenem, acido fusidico, novobiocina, fosfomicina, fusidato soédico, neomicina, polimixina, capreomicina,
colistimetato, colistina, gramicidina, minociclina, doxiciclina, vanomicina, vacitracina, kanamicina, gentamicina,
eritromicina y cefalosporinas.

Los ejemplos de agentes antinflamatorios adecuados comprenden de manera no limitativa aspirina (acido acetil
salicilico), indometacina, indometacina sédica trihidratada, salicilamida, naproxeno, colquicina, fenoprofeno,
sulindaco, diflunisal, diclofenaco, indoprofeno y salicilamida sédica.

Ejemplos de agentes antiviricos adecuados comprenden de manera no limitativa alfa-metil-P-adamantano
metilamina, 1-D-ribofuranosil-1,2,4-triazol-3-carboxamida, 9-(2-hidroxi-etoxi)metilguanina, adamantanamina, 5-yodo-
2’-desoxiuridina, ftrifluorotimidina, interferon, adenina arabinédsido, CD4, 3-azido-3’-desoxitimidina (AZT), 9-(2-
hidroxietoximetil)-guanina (aciclovir), &cido fosfonoférmico, 1-adantanamina, péptido T y 2’,3’-didesoxicitidina.

Un procedimiento particularmente preferido para el tratamiento de enfermedades neovasculares comprende la
administracién a un mamifero que padece una enfermedad neovascular de una cantidad inhibidora del desarrollo
vascular de una combinacién de farmacos que comprende T2-TrpRS, por lo menos un inhibidor de sefalizacion de
VEGF-165, y opcionalmente, por lo menos un inhibidor de sefializacién de integrina a,Bs, y a.fs.

Las enfermedades neovasculares tratables por las composiciones de la presente invencion comprenden de manera
no limitativa enfermedades neovasculares de los ojos (por ejemplo, enfermedades neovasculares retinianas y
coroideas), glaucoma rubeotico, pterigion, canceres con tumor sélido (p. €j., cancer de pulmoén, cancer de mama y
cancer de prostata, artrosis, artritis reumatoide, anomalias y malformaciones vasculares (p. ej., hemangiomas,
linfangiomas y similares) y psoriasis.

Las composiciones de la presente invencién pueden utilizarse en un procedimiento de tratamiento de enfermedades
neovasculares retinianas en un mamifero. Preferentemente, el procedimiento comprende inyectar por via intravitrea
dentro del ojo de un mamifero que padece una enfermedad neovascular una cantidad inhibidora de desarrollo
vascular de una combinacion de composiciones antiangiogénicas y angiostaticas que proporcionan un fragmento
angiostatico de TrpRS, como se describié anteriormente, el inhibidor de sefalizacion VEGF, como se describié
anteriormente, y el inhibidor de sefalizacién de integrina, pegaptanib sédico.

El presente procedimiento para el tratamiento de enfermedades neovasculares retinianas en un mamifero
comprende preferentemente inyectar de manera intravitrea en el ojo de un mamifero que padece una enfermedad
neovascular una cantidad inhibidora del desarrollo vascular de una combinacion de unas composiciones
angiostaticas y antiangiogénica que proporcionan un fragmento angiostatico de TrpRS, un inhibidor de sefalizacién
de VEGF, y un inhibidor de senalizacion de integrina.

Este procedimiento puede utilizarse para tratar enfermedades oculares tales como las enfermedades vasculares
degenerativas, retinopatias isquémicas, hemorragias vasculares, fuga vascular y coroidopatias en mamiferos recién
nacidos, jévenes o muy maduros. Ejemplos de dichas enfermedades incluyen la degeneracion macular por la edad,
la retinopatia diabética, la presunta histoplasmosis ocular, la retinopatia precoz, la anemia depranocitica; el
hemangioma, la pterigion, la oclusion de la vena retiniana central isquémica, la oclusion de la vena retiniana
difuminada, el melanoma ocular, el blastoma retiniano y la retinosis pigmentaria asi como lesiones retinianas.

Otro aspecto consiste en una composicion terapéutica Util para el tratamiento de enfermedades neovasculares, que
comprende un fragmento angiostatico de TrpRS como se describié anteriormente, el inhibidor de sefalizacion de
VEGF pegaptanib sédico y el inhibidor de sefalizacion de integrina, compuesto (1), junto con uno 0 mas excipientes
farmacéuticamente aceptables.

En una forma de realizacion preferida, la composicién comprende ademas por lo menos un agente terapéutico

adicional tal como un esteroide angiostatico, un agente antineoplasico, un agente antibacteriano, un agente
antivirico, un agente antinflamatorio y similares.
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Un procedimiento de tratamiento de una enfermedad neovascular comprende administrar a un mamifero que padece
una enfermedad neovascular una cantidad inhibidora del desarrollo vascular de una combinacién de farmacos que
comprende un fragmento angiostatico de la triptofanil-ARNt sintetasa (TrpRS) y por lo menos un compuesto
seleccionado de entre el grupo constituido por un inhibidor de sefalizacion de factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) y un inhibidor de sefializacién de integrina.

Generalmente, una cantidad inhibidora de desarrollo vascular de una composicién de la presente invencion es por lo
menos aproximadamente 10 pug/kg de peso corporal y, en la mayoria de los casos, no excede de aproximadamente
8 mg/kg de peso corporal al dia para tratamientos generales. Preferentemente la dosis estd comprendida en el
intervalo de aproximadamente 10 pg/kg de peso corporal a aproximadamente 1 mg/kg de peso corporal al dia. Para
tratamiento ocular, intravitreo de pacientes humanos, la dosis preferida esta comprendida en el intervalo de
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 5 miligramos por ojo para un tratamiento dado. Las composiciones
pueden administrarse en una sola dosis 0 en dosis multiples a lo largo del tiempo. Cualquier experto en la materia
puede determinar la dosis terapéutica eficaz 6ptima de una composicion de la presente invencion, teniendo en
cuenta el paciente especifico, los fa&rmacos presentes en la invencién, la enfermedad y otros factores que son muy
conocidos en la técnica.

Las composiciones terapéuticas de la presente invencién pueden incorporarse en varias formas fisicas. Estas
formas incluyen, por ejemplo, formas galénicas sélidas, semisélidas y liquidas, tales como comprimidos, pildoras,
polvos, soluciones o suspensiones liquidas, aerosoles, liposomas, supositorios, soluciones inyectables e infusibles y
formas de liberacion prolongada. Cualquier experto en la materia seleccionard una forma galénica adecuada
dependiendo del modo de administracion deseado y de la enfermedad que va a tratarse, utilizando principios
farmacolégicos bien conocidos en la técnica.

Una composicion terapéutica segun la presente invencion puede administrarse por vias de administracion
convencionales tales como las vias parenteral, subcutanea, intravenosa, intramuscular, intralesional, intraesternal,
intravitrea, intracraneal o en aerosol. Pueden utilizarse también vias topicas de administracién, con aplicacién de las
composiciones localmente a una parte especifica del cuerpo (p. €j., 0jos, piel, tubo intestinal inferior, vagina, recto)
segln proceda. Las composiciones terapéuticas incluyen también vehiculos y excipientes convencionales
farmacéuticamente aceptables que son conocidos por los expertos en esta materia.

Generalmente, las composiciones terapéuticas de la presente invencién pueden formularse y administrarse
utilizando procedimientos y composiciones similares a las utilizadas para cada una de las clases de principios
activos presentes en las composiciones. Un experto en la materia entendera que las dosis convencionales variaran
en funcion de los principios activos especificos en la composicion, asi como con la salud, el peso, la edad, el sexo, la
dolencia o enfermedad del paciente y del modo deseado de administracion.

Las composiciones terapéuticas de la presente invencién incluyen portadores, excipientes y vehiculos
farmacoldgicamente apropiados y farmacéuticamente aceptables. En general, estos portadores incluyen soluciones,
emulsiones o suspensiones acuosas o0 alcohdlico/acuosas, incluyendo la solucién salina y medios tamponados tales
como solucién salina tamponada con fosfato (PBS). Los vehiculos parenterales pueden incluir solucién de cloruro
sddico, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro sédico, solucién lacteada de Ringer o aceites fijados. Ademas, los
vehiculos intravenosos pueden incluir reforzadores fluidos y nutritivos, y reforzadores de electrdlitos, tales como
aquellos a base de dextrosa de Ringer. Pueden estar presentes también excipientes tales como conservantes y
otros aditivos tales como, por ejemplo, antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y gases inertes. Los
adyuvantes, vehiculos, otros excipientes de formulacion adecuados y procedimientos de formulacién de
composiciones farmacéuticas se dan a conocer en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 14% Ed., Mack Publishing
Co., 1970, particularmente la parte VIII, “Pharmaceutical Preparations and Their Manufacture”, paginas 1461-1762.

Las composiciones terapéuticas de la presente invencién pueden envasarse en frascos o viales esterilizados
apropiadamente, ya sea en forma de multidosis o en dosis unitaria. Los recipientes se sellan preferentemente
herméticamente después de rellenarse con una composicion de la invencion. Preferentemente, la composiciones se
envasan en un recipiente que presenta una etiqueta fijada al mismo, etiqueta que identifica los farmacos presentes
en la invencién, y lleva una nota en una forma prescrita por una agencia gubernamental como la United States Food
and Drug Administration, que refleja la aprobacion de la composicién en leyes apropiadas, la posologia y similares.
La etiqueta contiene preferentemente informacién acerca de la composiciéon que es Util para que un profesional de
atencién sanitaria administre la composicion a un paciente. El paquete también contiene preferentemente materiales
de informacion impresos referentes a la administracion de la composicion, instrucciones, indicaciones y algunas
advertencias necesarias requeridas.

Procedimientos
Modelo de angiogenia retiniana en ratdn recién nacido

Descripcion del modelo. Inmediatamente después del nacimiento (dia cero tras el nacimiento “P0”), el sistema
vascular retiniano falta practicamente en el raton. Cuatro semanas después del nacimiento (P28) la retina ha
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alcanzado un modelo adulto de vasos retinianos coincidente con el comienzo de la vision. La neovascularizacion
fisiolégica de la retina tiene lugar durante este periodo mediante un modelo de angiogenia de desarrollo bifasico,
estereotipico. Durante la fase primaria del desarrollo vascular retiniano, vasos peripapilares escalonados crecen
radialmente desde la arteria y vena retiniana central, llegando a estar progresivamente interconectados por un plexo
intercapilar que se forma entre ellos. Este “plexo retiniano interno” se desarrolla en superficie, volumen y
complejidad, de manera centrifuga, como una monocapa dentro de la capa de fibra nerviosa durante los primeros
siete a diez dias después del nacimiento.

La segunda fase de formacién de vasos retinianos comienza entre los dias 7 (P7) y 10 (P10) después del nacimiento
cuando las ramificaciones colaterales brotan de los capilares del plexo superficial y penetran en la retina donde sus
puntas se ramifican y anastomosan lateralmente para formar un “plexo vascular profundo plano”. Mientras el plexo
vascular profundo esta en su lugar por P14, experimenta una extensa remodelacién desde P14 hasta P21. Es de
interés senalar que la formacion de estas redes vasculares en el ratdén recién nacido son sorprendentemente
similares a los casos que ocurren en el feto humano del tercer trimestre.

Ventajas y cuantificacion del modelo. La reproducibilidad del proceso de desarrollo retiniano murino y su facil
accesibilidad en los animales neonatales proporcionan una oportunidad para evaluar la eficacia de los compuestos
antiangiogénicos en un modelo de angiogenia fisiolégicamente relevante. Las ventajas adicionales del modelo de
raton recién nacido son la capacidad para evaluar cualitativa y cuantitativamente el efecto angiostatico de supuestos
antagonistas de angiogenia. Se evalu6 la actividad angiostatica basandose en el grado de angiogenia en la capa
vascular retiniana profunda, mas externa (capa secundaria) que se desarrolla entre P8 y P12. El aspecto de la red
de vasos sanguineos internos (capa primaria) se evalu6 para el desarrollo normal y signos de toxicidad. No se
observaron anomalias en la capa vascular mas interna en algunos de los ensayos realizados y descritos en la
presente memoria. La evaluacion cualitativa de la vascularizacién de la capa secundaria puede realizarse
fotografiando al microscopio las capas superficial y profunda tefidas de manera apropiada de las retinas escindidas
y determinando el porcentaje de ojos en los que esta inhibida completa o parcialmente la formacién de la capa
vascular profunda. Todos los datos presentados en la presente memoria se basan en andlisis cualitativos del
porcentaje de ojos que demostraron un 75 a 100% de inhibicién de la formacién de la red vascular retiniana profunda
después del tratamiento. En la mayoria de los casos, se proporcionan también el porcentaje de ratones que
presentaba >95% y 100% de inhibicion de formacion de la red vascular retiniana profunda.

Preparacion de composiciones. El compuesto (1) inhibidor de sefalizacion de integrina peptidomimético se disuelve
en PBS a una concentraciéon de aproximadamente 20 mg/ml en PBS (concentraciéon 1 x). T2-TrpRS se disuelve en
PBS a una concentracién de aproximadamente 0,5 mg/ml (concentracion 1 x). El aptamero VEGF (pegaptanib
sddico; compuesto (2)) se disuelve en PBS a una concentracion de aproximadamente 2 mg/ml (1 x concentracion)
para conseguir una inyeccion de aproximadamente 1 pg/ojo a la concentraciéon 1 x. Para todos los ensayos de la
combinacion los compuestos se prepararon en 2 6 3 veces a la concentracion 1 x de cada material y a continuacion
se combinaron para producir una solucion final que contenia cada uno de los compuestos a la misma concentracion
que se utilizaban solos (p. ej., 1 x, 0,5 x, 0,25 0 0,1 x como puede darse el caso). Para todos los ensayos, se
administrd por via intravitrea una sola inyeccién de 0,5 pl de soluciones de PBS de los farmacos con relacion al
namero de compuestos que se inyect6. Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresiéon “0,1 x” se refiere a
un décimo de la concentracion 1 x de un material dado, “0,25 x” se refiere a un cuarto de la concentracion 1 x de un
material dado, “0,5 x” se refiere a un medio de la concentracién 1 x de un material dado, y asi sucesivamente para
designaciones similares.

Modelo en raton de retinopatia producida por oxigeno (OIR). Este modelo es descrito por Smith, L., Invest.
Ophthalmol. Vis. Sci. 35, 101-111 (1994). Se colocaron ratones en hiperoxia (75% de O) en P7-P12, seguido de
retorno a normoxia. Mientras que bajo hiperoxia se destruyen los vasos retinianos centrales y el sistema vascular
profundo no puede formarse. En la vuelta a la normoxia, la retina se vuelve hipdxica y se produce
neovascularizacién patologica.

La cuantificaciéon de la neovascularizacion en el modelo OIR implicaba la cuantificacion de la formacion del ovillo
neovascular, asi como la cuantificaciéon de la obliteracion. Se preparan preparaciones microscopicas de toda la
retina y los vasos sanguineos de la misma se tifien con isolectina GS-1B4. Se lleva a cabo la deteccion por la imagen
confocal, que se enfoca justo por encima del plexo vascular superficial, y se hace un montaje de cuatro cuadrantes.
Se identifican los ovillos neovasculares (Adobe PHOTOSHOP®) y se cuantifica la superficie de pixelacion. Ademas,
se hace el seguimiento de las zonas de obliteracion (Adobe PHOTOSHOP®), y se cuantifica la superficie de
pixelacién. Se aplica a continuacion en factor de conversion basandose en la obtencion de la imagen (resolucion,
tamafio, etc...) para obtener un valor en pm?.

Procedimiento general del ensayo de angiogenia
Para evaluar la actividad angiostatica del compuesto (1) inhibidor de sefalizaciéon de integrina, T2-TrpRS, y del
compuesto (2) aptamero VEGF se utilizd un ensayo de angiogenia in vivo en el ratdn recién nacido (Balb/C, The

Jackson Laboratory, Bar Harbor , ME). Se efectu6 la inyeccion intravitrea y el aislamiento de la retina con un
microscopio de diseccion (SMZ 645, Nikon, Japén). Se practicé una fisura en el parpado el dia 7 tras el nacimiento
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(P7) con una cuchilla fina para exponer el globo para la inyecciéon. Se inyectaron las muestras (0,5 pl) con una
jeringuilla Hamilton provista de una aguja del calibre 32 (Hamilton Company, Reno, NV). La inyeccion se efectud
entre el ecuador y el limbo de la cérnea. Durante la inyeccion, la posicion de la punta de la aguja se controlé por
observacion directa para determinar que estaba en la cavidad vitrea. Los ojos con lesion en los cristalinos o en la
retina producida por la aguja se excluyeron del estudio. Después de la inyeccidn, se volvieron a colocar los parpados
para cerrar la fisura.

El dia 12 después del nacimiento (P12) se practico la eutanasia a los animales y se extirparon los nucleos de los
ojos. Después de aproximadamente 10 minutos en paraformaldehido (PFA) al 4% se escindieron la cérnea, los
cristalinos, la esclerética y el humor vitreo mediante una incisién en el limbo. La retina aislada se prepar6 para la
tincién agitando en metanol durante aproximadamente 10 minutos en hielo, seguido de bloqueo en suero bovino
fetal al 50% (Gibco, Grand Island, NY) con suero de cabra normal al 20% (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME)
en PBS durante aproximadamente una hora en hielo. Se observaron especificamente los vasos sanguineos tifiendo
la retina durante aproximadamente 18 horas a aproximadamente 4°C con un anticuerpo de colageno IV antiratén en
conejo (Chemicon, Temecula, CA) diluido 1:200 en tampon de bloqueo o con una isolectina fluorescente conjugada
(Griffonia simplicifolia, Molecular Probes). Se incubé anticuerpo IgG anticonejo en cabra (Molecular Probes, Eugene,
OR) conjugado con ALEXA FLUOR® (Alexa) 594 (dilucion 1:200 en tampdn de bloqueo) con la retina durante
aproximadamente 2 horas a aproximadamente 4°C. Las retinas se prepararon a continuacion para evaluacion
microscopica con un medio de preparacién microscopica de decoloracion lenta (Molecular Probes, Eugene, OR).

Ejemplo 1. Tratamiento de los ojos de ratdn recién nacido con una combinacion de un inhibidor de sefhalizacion de
integrina peptidomimético y un inhibidor de sefalizacion de VEGF.

Siguiendo el procedimiento general de ensayo de angiogenia (“Procedimiento General”) descrito anteriormente en la
presente memoria, los ojos de ratones Balb/C recién nacidos se inyectaron por via intravitrea el dia 8 después del
nacimiento (P8) con una concentracion 0,25 x del compuesto (1) inhibidor de sefalizaciéon de integrina (cinco
ratones), una concentracién 0,5 x de compuesto (2) de aptamero VEGF (cinco ratones) o una combinacion de
compuesto (1) de 0,25x y una concentracion de 0,5 x de compuesto (2) (seis ratones). Como referencia, otro grupo
de seis ratones recibié solamente una inyeccion intravitrea de PBS. El P12, se practicé la eutanasia a los ratones y
se extirparon las retinas de los ojos inyectados, se tifieron, se montaron las preparaciones microscépicas y se
evaluaron al microscopio como se describe en el Procedimiento General. Se evalué la vascularidad de la capa
secundaria (vascular retiniana externa) basandose en el porcentaje de vascularizacién comparado con los ojos de
referencia. Los resultados se muestran en la tabla 1 y en las figuras 4 y 5.

Tabla 1
% Inhibicion 0-10% 10-25% 25-50% 50-75% 75-100%
PBS 100 0 0 0 0
0,5x Compuesto (2) 20 20 20 20 40
0,1x Compuesto (1) 40 0,5 20 20 20
Combinacion 0 17 0 0 83

Ejemplo 2. Tratamiento de los ojos de raton recién nacido con una combinacién de un fragmento angiostatico de
TrpRS y un inhibidor de sefalizacion de VEGF.

Siguiendo el Procedimiento General, los ojos de ratones Balb/C recién nacidos se inyectaron por via intravitrea el P4
con una concentracién 0,1 x de T2-TrpRS (ocho ratones), una concentraciéon 0,1 x de compuesto (2) de aptamero
VEGF (ocho ratones) o una combinacién de T2-TrpRS a una concentraciéon 0,1 x y una concentracion 0,1 x de
compuesto (2) (diez ratones). Como referencia, otro grupo de ocho ratones recibié solamente una inyeccion
intravitrea de PBS. El P12, se practico la eutanasia a los ratones y se extirparon las retinas de los ojos inyectados,
se tifieron, se montaron las preparaciones microscépicas y se evaluaron al microscopio como se describe en el
Procedimiento General. Se evalué la vascularidad de la capa secundaria (vascular retiniana externa) basandose en
el porcentaje de vascularizacién comparado con los ojos de referencia. Los resultados se muestran en la tabla 2 y en
las figuras 6, 7, 8 y 9.

Tabla 2
% Inhibicion 0-10% 10-25% 25-50% 50-75%  75-100% >95% 100%
PBS 100 0 0 0 0 0 0
0,1 x Comp. (2) 87,5 12,5 0 0 0 0 0
0,1x T2-TrpRS 50 37,5 12,5 0 0 0 0
Combinacion 10 30 20 20 20 0 0
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Ejemplo 3. Tratamiento de los ojos de raton recién nacido con una combinacién de un fragmento angiostatico de
TrpRS y un inhibidor de sefializacién de VEGF.

Siguiendo el Procedimiento General, los ojos de ratones Balb/C recién nacidos se inyectaron por via intravitrea el P4
con una concentracién 1 x de T2-TrpRS (ocho ratones), una concentracion 1 x de compuesto (2) aptamero VEGF
(ocho ratones), o una combinacion de T2-TrpRS a una concentracion de 1 x y una concentracién de 0,1 x de
compuesto (2) (diez ratones). Como referencia, otro grupo de seis ratones recibié solamente una inyeccion
intravitrea de PBS. El P12, se practico la eutanasia a los ratones y se extirparon las retinas de los ojos inyectados,
se tifieron, se montaron las preparaciones microscépicas y se evaluaron al microscopio como se describe en el
Procedimiento General. Se evalué la vascularidad de la capa secundaria (vascular retiniana externa) basandose en
el porcentaje de vascularizacién comparado con los ojos de referencia. Los resultados se muestran en la tabla 3 y en
las figuras 10, 11, 12y 13.

Tabla 3

% Inhibicion 0-10%  10-25%  25-50%  50-75%  75-100%  >95% 100%
PBS 100 0 0 0 0 0 0

1 x Comp. (2) 37,5 12,5 12,5 12,5 25 0 0
1x T2-TrpRS 12,5 12,5 0 12,5 62,5 12,5 12,5
Combinacion 0 30 10 10 80 40 20

Ejemplo 4. Tratamiento de los ojos de ratén recién nacido con una combinaciéon de un fragmento angiostatico de
TrpRS y un inhibidor de sefializacién de VEGF.

Siguiendo el Procedimiento General, los ojos de ratones Balb/C recién nacidos se inyectaron por via intravitrea el P4
con una concentracion 1 x de T2-TrpRS (ocho ratones), una concentracion 0,5 x de compuesto (2) aptamero VEGF
(diez ratones), o una combinacion de T2-TrpRS a una concentracion de 1 x y una concentracién de 0,5 x de
compuesto (2) (diez ratones). Como referencia, otro grupo de seis ratones recibié solamente una inyeccion
intravitrea de PBS. El P12, se practico la eutanasia a los ratones y se extirparon las retinas de los ojos inyectados,
se tifieron, se montaron las preparaciones microscépicas y se evaluaron al microscopio como se describe en el
Procedimiento General. Se evalué la vascularidad de la capa secundaria (vascular retiniana externa) basandose en
el porcentaje de vascularizacién comparado con los ojos de referencia. Los resultados se muestran en latabla 4 y en
las figuras 14, 15,16 y 17.

Tabla 4
% Inhibicion 0-10% 10-25% 25-50% 50-75%  75-100% >95% 100%
PBS 66,6 16,7 16,7 0 0 0 0
0,5 x Comp. (2) 60 30 0 0 10 0 0
1x T2-TrpRS 12,5 37,5 12,5 12,5 25 0 0
Combinacion 0 0 10 10 70 30 20

Ejemplo 5. Tratamiento de los ojos de ratén recién nacido con una combinaciéon de un fragmento angiostatico de
TrpRS y un inhibidor de sefalizacion de integrina.

Siguiendo el Procedimiento General, los ojos de ratones Balb/C recién nacidos se inyectaron por via intravitrea el P4
con una concentracién 1 x de T2-TrpRS, una concentracion 0,5 x de compuesto (1) inhibidor de senalizacion de
integrina o una combinacion de T2-TrpRS a una concentracion de 1 x y una concentracion de 0,5 x de compuesto
(1), en grupos de seis ratones para cada régimen de tratamiento. Como referencia, otro grupo de cuatro ratones
recibié solamente una inyeccion intravitrea de PBS. El P12, se practicé la eutanasia a los ratones y se extirparon las
retinas de los ojos inyectados, se tifieron, se montaron las preparaciones microscépicas y se evaluaron al
microscopio como se describe en el Procedimiento General. Se evaludé la vascularidad de la capa secundaria
(vascular retiniana externa) basandose en el porcentaje de vascularizacion comparado con los ojos de referencia.
Los resultados se muestran en la tabla 5 y en las figuras 18, 19, 20 y 21.

Tabla 5
% Inhibicion 0-10% 10-25% 25-50% 50-75%  75-100% >95% 100%
PBS 50 25 25 0 0 0 0
0,5 x Comp. (1) 50 33,3 16,7 0 0 0 0
1x T2-TrpRS 33,3 16,7 33,3 0 16,7 16,7 0
Combinacién 0 33,3 16,7 0 50 16,7 0
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Ejemplo 6. Tratamiento de los ojos de raton recién nacido con una combinacién de un fragmento angiostatico de
TrpRS, un inhibidor de sefnalizacién de VEGF y un inhibidor de sefalizacién de integrina.

Siguiendo el Procedimiento General, los ojos de ratones Balb/C recién nacidos se inyectaron por via intravitrea el P4
con una concentracién 1 x de T2-TrpRS, una concentracién 0,5 x de compuesto (1) inhibidor de sefalizacién de
integrina, una concentracion 1 x del compuesto (2) aptamero VEGF, una combinacion de T2-TrpRS a una
concentraciébn 1 x y una concentracion de 0,5 x de compuesto (1), una combinacién de T2-TrpRS a una
concentracién de 1 x y una concentracion 1 x de compuesto (2), o una combinacién de T2-TrpRS a una
concentracién de 1 x y una concentracion de 0,5 x de compuesto (1),y una concentracion 1 x de compuesto (2), en
grupos de ocho ratones para cada régimen de tratamiento. Como referencia, otro grupo de ocho ratones recibid
solamente una inyeccion intravitrea de PBS. El P12, se practicé la eutanasia a los ratones y se extirparon las retinas
de los ojos inyectados, se tifieron, se montaron las preparaciones microscépicas y se evaluaron al microscopio como
se describe en el Procedimiento General. Se evalud la vascularidad de la capa secundaria (vascular retiniana
externa) basandose en el porcentaje de vascularizacién comparado con los ojos de referencia. Los resultados se
muestran en la tabla 6 y en las figuras 22, 23, 24, 25, 26, 27 y 28.

Tabla 6

% Inhibicion 0-10% 10-25%  25-50% 50-75%  75-100% >95% 100%

PBS 100 0 0 0 0 0 0

0,5 x Comp. (1) 50 12,5 12,5 12,5 12,5 0 0

1 x Comp. (2) 37,5 25 12,5 25 0 0 0

1 x T2-TrpRS 50 25 12,5 12,5 0 0 0
T2-TrpRS + Comp. (2) 25 25 25 0 25 25 12,5
T2-TrpRS + Comp. (1) 50 0 0 0 50 37,5 25
T2-TrpRS + (1) y (2) 0 0 0 0 100 87,5 75

Ejemplo 7. Tratamiento de los ojos de ratén recién nacido con una combinaciéon de un fragmento angiostatico de
TrpRS, un inhibidor de sefalizacion de VEGF y un inhibidor de sefializacion de integrina.

Siguiendo el Procedimiento General, los ojos de ratones Balb/C recién nacidos se inyectaron por via intravitrea el P4
con una concentracién 1 x de T2-TrpRS, una concentracion 0,5 x de compuesto (1) inhibidor de senalizacion de
integrina, una concentracion 1 x del compuesto (2) aptdmero VEGF, una combinacién de compuesto (1) a una
concentracién 0,5 x y una concentracion de 1 x de compuesto (2), o una combinacién de T2-TrpRS a una
concentracién 1 x, una concentraciéon 0,5 x de compuesto (1) y una concentracién 1 x de compuesto (2), en grupos
de ocho ratones para cada régimen de tratamiento. Como referencia, otro grupo de seis ratones recibidé solamente
una inyeccion intravitrea de PBS. El P12, se practico la eutanasia a los ratones y se extirparon las retinas de los ojos
inyectados, se tifieron, se montaron las preparaciones microscopicas y se evaluaron al microscopio como se
describe en el Procedimiento General. Se evalué la vascularidad de la capa secundaria (vascular retiniana externa)
basandose en el porcentaje de vascularizacion comparado con los ojos de referencia. Los resultados se muestran
en la tabla 7 y en las figuras 29, 30, 31, 32, 33y 34.

Tabla7

% Inhibicion 0-10% 10-25% 25-50% 50-75%  75-100% >95% 100%

PBS 100 0 0 0 0 0 0

0,5 x Comp. (1) 12,5 25 12,5 12,5 37,5 0 0

1 x Comp. (2) 25 25 0 12,5 37,5 0 0

1 x T2-TrpRS 25 12,5 12,5 0 50 12,5 0
Comp. (1) + Comp. (2) 0 12,5 12,5 25 50 25 25
T2-TrpRS + (1) y (2) 0 0 0 0 100 62,5 50

Ejemplo 8. Tratamiento de los ojos de ratén recién nacido con una combinaciéon de un fragmento angiostatico de
TrpRS y un inhibidor de sefalizacion de VEGF.

Siguiendo el Procedimiento General, los ojos de ratones Balb/C recién nacidos se inyectaron por via intravitrea el P4
con una concentracién 1 x de T2-TrpRS (diez ratones), una concentracion 0,25 x de compuesto (2) aptamero VEGF
(once ratones), o una combinaciéon de T2-TrpRS a una concentracion de 1 x y una concentracion de 0,25 x de
compuesto (2) (once ratones). Como referencia, otro grupo de ocho ratones recibié solamente una inyeccion
intravitrea de PBS. El P12, se practico la eutanasia a los ratones y se extirparon las retinas de los ojos inyectados,
se tifieron, se montaron las preparaciones microscépicas y se evaluaron al microscopio como se describe en el
Procedimiento General. Se evalué la vascularidad de la capa secundaria (vascular retiniana externa) basandose en
el porcentaje de vascularizacion comparado con los ojos de referencia. Los resultados se muestran en la tabla 8.
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Tabla 8
% Inhibicion 0-10% 10-25% 25-50% 50-75%  75-100% >95% 100%
PBS 100 0 0 0 0 0 0
0,25 x Comp. (2) 54,5 36,4 0 0 9,1 0 0
1x T2-TrpRS 30 30 20 10 10 0 0
Combinacion 18,2 18,2 9,1 18,2 27,3 0 0

Ejemplo 9. Tratamiento de los ojos de raton recién nacido con una combinacién de un fragmento angiostatico de
TrpRS, un inhibidor de sefnalizacion de VEGF y un inhibidor de sefalizacién de integrina.

Siguiendo el Procedimiento General, los ojos de ratones Balb/C recién nacidos (en grupos de ocho ratones cada
uno) se inyectaron por via intravitrea el P4 con una concentracion 1 x de T2-TrpRS, una concentracion 1 x de
compuesto (1) inhibidor de sefializacién de integrina, una concentracion 1 x del compuesto (2) aptamero VEGF, una
combinacion de compuesto (1) a una concentracion 1 x y una concentracion de 1 x de compuesto (2), 0 una
combinacion de T2-TrpRS a una concentracién 1 x, una concentracion 1 x de compuesto (2) y una concentracion 1 x
de compuesto (2). Como referencia, otro grupo de ocho ratones recibié solamente una inyeccion intravitrea de PBS.
El P12, se practico la eutanasia a los ratones y se extirparon las retinas de los ojos inyectados, se tifieron, se
montaron las preparaciones microscopicas y se evaluaron al microscopio como se describe en el Procedimiento
General. Se evalud la vascularidad de la capa secundaria (vascular retiniana externa) basandose en el porcentaje de
vascularizacion comparado con los ojos de referencia. Los resultados se muestran en la tabla 9 y en las figuras 35 a
42.

Tabla 9

% Inhibicion 0-10% 10-25% 25-50% 50-75%  75-100% >95% 100%

PBS 75 25 0 0 0 0 0

1 x Comp. (1) 25 12,5 12,5 37,5 12,5 0 0

1 x Comp. (2) 25 0 12,5 12,5 50 25 12,5

1 x T2-TrpRS 12,5 0 25 12,5 50 12,5 0
Comp. (1) + T2-TrpRS 0 12,5 12,5 25 50 25 12,5
Comp. (1) + (2) 12,5 12,5 0 12,5 62,5 62,5 50
T2-TrpRS + Comp. (2) 0 12,5 12,5 12,5 62,5 37,5 25
T2-TrpRS + (1) + (2) 0 25 0 0 75 75 62,5

Ejemplo 10. Tratamiento de los ojos de ratén recién nacido con dosis variables de un fragmento angiostatico de
TrpRS.

Siguiendo el Procedimiento General, los ojos de ratones Balb/C recién nacidos (en grupos de ocho a doce ratones
cada uno) se inyectaron por via intravitrea el P4 con T2-TrpRS, a las concentraciones de 0,1 x (8 ratones), 0,3 x (12
ratones), 1 x (12 ratones), 2 x (12 ratones) y 3 x (12 ratones). Como referencia, otro grupo de 10 ratones recibid
solamente una inyeccion intravitrea de PBS. El P12, se practicé la eutanasia a los ratones y se extirparon las retinas
de los ojos inyectados, se tifieron, se montaron las preparaciones microscépicas y se evaluaron al microscopio como
se describe en el Procedimiento General. Se evalué la vascularidad de la capa secundaria (vascular retiniana
externa) basandose en el porcentaje de vascularizacién comparado con los ojos de referencia. Los resultados se
muestran en la tabla 10.

Tabla 10

% Inhibicién 0-10% 10-25% 25-50% 50-75%  75-100%
PBS 100 0 0 0 0

0,1 x Comp. (2) 75 25 0 0 0
0,3 x T2-TrpRS 33,3 16,7 8,3 16,7 25

1 x T2-TrpRS 8,3 16,7 25 8,7 41,7

2 x T2-TrpRS 8,3 25 0 16,7 41,7

3 x T2-TrpRS 66,7 25 8,7 0 0

Ejemplo 11. Tratamiento de los ojos de ratén recién nacido con dosis variables de un fragmento angiostatico de
TrpRS.

Siguiendo el Procedimiento General, los ojos de ratones Balb/C recién nacidos (en grupos de seis a catorce ratones
cada uno) se inyectaron por via intravitrea el P4 con T2-TrpRS, a las concentraciones de 0,3 x (6 ratones), 1 x (14
ratones), 2 x (8 ratones), 3 x (7 ratones) y 5 x (6 ratones). Como referencia, otro grupo de 10 ratones recibid
solamente una inyeccion intravitrea de PBS. El P12, se practicé la eutanasia a los ratones y se extirparon las retinas
de los ojos inyectados, se tifieron, se montaron las preparaciones microscépicas y se evaluaron al microscopio como
se describe en el Procedimiento General. Se evalu6 la vascularidad de la capa secundaria (vascular retiniana
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externa) basandose en el porcentaje de vascularizacién comparado con los ojos de referencia. Los resultados se
muestran en la tabla 11.

Tabla 11
% Inhibicién 0-10%  10-25%  25-50%  50-75%  75-100%
PBS 60 40 0 0 0
0,3 x Comp. (2) 33,3 16,7 0 0 50
1 x T2-TrpRS 14,3 14,3 7.1 14,3 50
2 x T2-TrpRS 12,5 12,5 12,5 12,5 50
3 x T2-TrpRS 14,3 14,3 14,3 28,5 28,5
5 x T2-TrpRS 16,6 33,3 33,3 16,6 0

Los datos para los ratones que presentan >95% y 100% de inhibicion en los ejemplos anteriores demuestran que
incluso las composiciones que comprenden por lo menos dos materiales seleccionados del grupo consistente en un
fragmento angiostatico de TrpRS, un inhibidor de senalizacion de VEGF y un inhibidor de sefalizacion de integrina
proporcionan inesperadamente mayor eficacia para la inhibicion de neovascularizacién en el modelo de ojo de ratén
recién nacido que los niveles esperados de inhibicion de los efectos aditivos simples de la combinacién de los
componentes individuales. Esto es también evidente cuando se combinan los resultados de varios ejemplos como
en la tabla 12, que compila los resultados de los ejemplos a concentraciones de 1 x a 2 x del compuesto (1) inhibidor
de integrina, 0,5 x a 1 x del compuesto (2) aptamero de VEGF y 1 x de T2-TrpRS asi como composiciones de la
presente invencion (valores de inhibicién en negrita en la tabla 12) que comprenden combinaciones de por lo menos
dos de entre el compuesto (1), compuesto (2) y T2-TrpRS. El nimero de ratones en cada grupo se indica entre
paréntesis para cada grupo. Los datos en la tabla 12 presentan claramente un mayor nivel de inhibicién
inesperadamente de formacion del vaso sanguineo en la capa vascular profunda para los ojos de ratones tratados
con las composiciones que comprenden combinaciones de por lo menos dos de entre el compuesto (1), el
compuesto (2) y T2-TrpRS comparadas con los niveles de inhibicion de los tratamientos con los inhibidores
individuales por ellos mismos o la suma numérica de los mismos.

Tabla 12. Datos de los compuestos de los ejemplos.

% Inhibicién 0-10%  10-25%  25-50%  50-75%  75-100% >95% 100%
PBS (38 ratones) 84,2 10,5 5,3 0 0 0 0

1 x-2 x Comp. (1) (30 ratones) 33,3 20 13,3 16,7 16,7 0 0

1x Comp. (2) (30 ratones) 39,1 20 7,6 11,9 21,4 4,7 2,4
1x T2-TrpRS (46 ratones) 23,9 17,4 15,2 8,7 34,8 8,7 2,2
Comp. (1) + T2-TrpRS (22 ratones) 18,2 13,6 9,1 9,1 50 27,3 13,6
Comp. (1) +(2) (16 ratones) 6,3 12,5 6,3 18,8 56,3 43,7 37,5

T2-TrpRS + Comp. (2)
(36 ratones)
T2-TrpRS + (1) + (2)
(24 ratones)

5,6 11,1 13,9 8,3 61,1 33,3 19,4

0 8,3 0 0 91,7 79,2 62,5

Los resultados de los ejemplos 10 y 11 (tablas 10 y 11) demuestran que la eficacia de T2-TrpRS alcanz6 un maximo
a aproximadamente 1 x a 2 x de concentracion y no proporcionaban ninguna mas del 50% de ratones con una
inhibicién de 75-100% en la capa vascular profunda. La eficacia comenz6 a disminuir a 2 x y mayor concentracion.
Por lo tanto aun con dosis crecientes, T2 no proporcion6 més de aproximadamente 50% de eficacia al nivel de
inhibicién de 95 a 100%.

Ejemplo 12. Efectos sinérgicos de la administracion del fragmento angiostatico T2-TrpRS, del aptamero VEGF y del
inhibidor peptidomimético de sefializacion de integrina a,Bsy a.fs.

Para estudiar el efecto de la combinacién de diferentes moléculas angiostaticas, se utilizaron tres compuestos
angiostaticos conocidos por identificar rutas angiogénica, criticas, pero independientes: una pequefia molécula
antagonista de integrina a3y avfs (compuesto (1)), “EMD 472523” adquirido en Merck KGaA, Darmstadt, Alemania,
un antagonista de VEGF+es (compuesto (2); pegaptanib sddico) y una forma truncada de triptéfano ARNt sintetasa
(T2-TrpRS, adquirida en Angiosyn Inc., La Jolla, CA). Aunque el mecanismo exacto de actuacion para T2-TrpRS no
se ha aclarado completamente, su mecanismo de actuacion no esté directamente ligado a VEGF o al antagoonismo
de integrina.

El modelo de angiogenia retiniana de ratén recién nacido se utilizd para probar la eficacia de cada monoterapia, y
varias combinaciones de estos compuestos individuales. Como se expuso anteriormente en la presente memoria, los
ratones nacen sin un sistema vascular retiniano. Durante las tres primeras semanas después del nacimiento se
desarrolla un sistema vascular similar al del adulto. El sistema vascular retiniano forma tres plexos planos distintos
desarrollando el plexo vascular superficial durante la primera semana después del nacimiento. El dia 8 después del
nacimiento (P8), los vasos del plexo superficial se ramifican y emigran hacia el plexo profundo en el borde externo de
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la capa nuclear interna. Para demostrar las propiedades angiostaticas de cada monoterapia como solucion de
combinacién, se realizaron inyecciones intravitreas el P7, cuando la formacion de la red superficial esta préxima a la
terminacién, pero antes de que haya comenzado la formacién de los plexos profundos. Los efectos sobre la
formacion del plexo vascular profundo se analizaron a continuacién cinco dias después (P12). El grado de inhibicion
de cada retina inyectada se puntué como 0-10%, 10-25%, 25-50%, 50-75% o 75-100% (figura 48) con el grupo de
inhibicién 75-100% mas separado en los niveles de inhibicién >90% y 100% (figura 49). El aspecto del plexo
vascular primario formado anteriormente, asi como la morfologia retiniana total, se evaluaron para los signos de
toxicidad.

Preparacién de muestras. El antagonista de integrina a,fs y a5 (compuesto (1)) se almacen6 en forma de polvo
liofilizado en un desecador a temperatura ambiente (I.A.) 0 -20°C (V.A.) y se disolvié en 1x PBS sin ARNasa estéril
inmediatamente antes de uso. Se sintetizd el aptamero VEGF (compuesto (1)) como compuesto conjugado de PEG
40kDa (Transgenomic Inc., Boulder, CO) basandose en la informacién publicada, Bridonneau, et al., J. Chromatogr.
B. Diomed. Sci. App. 726:237-47 (1999). Se determin6 que el compuesto era puro por cromatografia liquida en fase
inversa. Las concentraciones publicadas en la presente memoria se refieren a la concentracién final del aptamero
VEGF activo en lugar de la concentracion total del compuesto conjugado PEG y se determinaron por andlisis
espectrofotométrico a 260/280 nm. El péptido T2-TrpRS se prepard6 como compuesto recombinante como se
describe en Otani, et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA. 99: 178-183 (2002) y en la solicitud provisional US de la
patente n° de serie 60/598.019 presentada el 2 de agosto de 2004, incorporados a la presente memoria como
referencia en su totalidad. El producto purificado se almacené en glicerol al 50% a -20°C y se dializ6 en 1 x PBS
estéril inmediatamente antes de su uso. Se prepararon soluciones de la combinacién creando inicialmente 3 x
soluciones madre de cada compuesto individual. Los compuestos se mezclaron a continuaciéon y con PBS cuando
procedia, para hacer una solucién final que contenia cada compuesto deseado a una concentracion equivalente a
cada concentracion de monoterapia correspondiente.

Inyecciones intravitreas. Todo el trabajo en animales contempla las directrices estrictas del protocolo para la
atencién humana y la utilizacién de animales. Se llevaron a cabo inyecciones intravitreas, se disecaron las retinas y
se observé el sistema vascular. Se indujo OIR segun el protocolo descrito por Smith, et al., Invest. Ophtalmol. Vis.
Sci., 35:101-111 (1994), exponiendo crias 7 dias (P7) después del nacimiento y a sus madres a un medio de 75% de
oxigeno (hiperoxia) durante 5 dias, seguido por un retorno al aire ambiente (normoxia). Se realizaron inyecciones
intravitreas el P12, inmediatamente después del retorno a la normoxia y las retinas se analizaron el P17. Se tifieron
los vasos sanguineos utilizando isolectina GS-IB4 de Griffonia simplicifolia (lectina GS), conjugada con Alexa Fluor
594 (Molecular Probes, dilucién 1:150 en PBS). Se toman imagenes confocales utilizando una lente objetivo 4x,
enfocando minuciosamente justo antes de la membrana del limite interno de la retina, haciendo prominentes los
ovillos neovasculares prelaminares. Se tomaron cuatro imagenes superpuestas de cada retina y cada una de las
imagenes se convirtié en un tamafio de 2 x 2 pulgadas con 300 pixeles por pulgada. Las zonas del ovillo neovascular
fueron cuantificadas por individuos enmascarados utilizando preparaciones microscopicas completas de la retina.
Los ovillos se seleccionaron especificamente basandose en su aspecto caracteristico y la intensidad mayor de la
tincion con isolectina, utilizando la herramienta varita magica en el programa Adobe PHOTOSHOP®. Se determiné a
continuacion la zona total en pixeles. Las zonas de formacion del ovillo neovascular se normalizaron para las retinas
OIR de referencia inyectadas con PBS.

Dosificaciéon. Se realizaron en primer lugar experimentos de dosificacion para determinar la dosis eficaz maxima
para cada compuesto. Se observé que cada compuesto tiene una curva de eficacia en forma de campana con dosis
eficaces maximas de 5 a 10 pug (10 a 20 nmoles) por ojo para el antagonista de integrina (figura 46), 1,0-2,0 ug (108-
215 pmoles) por ojo para el aptamero VEGF (figura 44) y 0,25-0,5 ug (5,2-10,4 pmoles) por ojo para T2-TrpRS
(figura 43). Las inyecciones individuales de cada monoterapia a la dosis Optima, y soluciones que contienen
combinaciones apropiadas de cada compuesto a dosis equivalentes se realizaron a continuacién para comparar las
actividades angiostaticas. A las dosis individuales méaximas, aproximadamente 35% de las retinas resultaron
inafectadas por la inyeccion del antagonista de integrina o del aptdmero VEGF. El otro 67% de las retinas estaba
comprendido basicamente uniformemente dentro del intervalo 10-25%, 25-50%, 50-75% 0 75%-100 (tabla 13A mas
adelante). La inhibicién de la red vascular profunda con el péptido T2-TrpRS fue ligeramente mejor. El 24% de las
retinas inyectadas con el T2-TrpRS desarrollé un plexo vascular profundo normal y completo mientras que el 35% de
las retinas inyectadas con el péptido T2-TrpRS presentaba mas del 75% de inhibicién en comparacion con el 17 y el
21% para el antagonista de integrina y el aptamero VEGF respectivamente (tabla 13A a continuacion). Cuando los
compuestos angiostaticos se inyectaban en combinacién, los efectos angiostaticos sobre la neovascularizacion eran
sorprendentes. Cada combinacién doble, antagonista de integrina + T2-TrpRS, antagonista de integrina + aptamero
VEGF y T2-TrpRS + aptamero VEGF, demostraban la mejora significativa de la actividad angiostatica sobre las
monoterapias. Significativamente pocas retinas eran resistentes al tratamiento angiostatico utilizando las
politerapias. La neovascularizacion fue inhibida por mas del 75% en una mayoria de las retinas tratadas con alguna
de las combinaciones dobles (tabla 13A a continuacion).

Cuando los tres compuestos se inyectaron conjuntamente a las mismas dosis éptimas que las inyecciones de
monoterapias correspondientes (1x triple combinaciéon) mas del 90% de las retinas tenia >75% de inhibicion. A
diferencia de la monoterapia o de las retinas tratadas con la combinacion doble, todas las retinas tratadas con la
combinacion triple presentaban algun grado de inhibicion neovascular. Ademas, solamente el 8% de las retinas
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inyectadas tenian todavia algunos niveles significativos de neovascularizacion en absoluto. Se observé inhibicion
casi completa de la angiogenia en otro 92% de las retinas inyectadas con el compuesto de triple combinacién (tabla
13A mas adelante; figura 48). Las diferencias en la eficacia angiostatica se volvieron aiin més pronunciadas cuando
>75% de la categoria de inhibicién se subclasificé dentro de los niveles del >90% de inhibiciéon y del 100% de
inhibicién (figura 49). Mas del 80% de las retinas inyectadas con la combinacién triple presentaban mas del 90% de
inhibicién de formacién del plexo vascular profundo y el 63% presentaban 100% de inhibicion de neovascularizacién
donde ni incluso un sé6lo brote neovascular pudo observarse. Esta es una mejora sustancial sobre ambas
monoterapias que demuestra 100% de inhibicién en <5% de las retinas tratadas y las politerapias dobles. Ademas,
el plexo vascular superficial de muchas de las retinas tratadas por triple combinacién recordaba el de una retina P7
normal en lugar de las retinas P12, lo que indica que mas crecimiento vascular dentro del plexo superficial habia
sido evitado también por la triple combinacién inmediatamente después de la combinacién. La inhibicion del
crecimiento del plexo superficial no se observé en ninguna retina tratada con monoterapia o terapia doble. Los vasos
mas centrales del plexo superficial que ya se habian formado antes de la inyeccidon permanecieron normales, lo que
indica niveles despreciables de toxicidad para el sistema vascular preexistente. Ademas, no se observaron sefiales
de actividad neuronal, y la morfologia retiniana permanecio inalterada, lo que indica que no habia ocurrido ningin
efecto secundario negativo observable por la inyeccién de la solucién de triple combinacién. Las imagenes de los
plexos vasculares superficial y profundo de un experimento representativo completo se presentan en la figura 50.

Para analizar la sinergia, y para probar si actividad angiostatica potente podria mantenerse utilizando dosis menores
de la triple combinacion, se probaron diluciones en serie. La combinacion triple fue todavia muy eficaz para inhibir la
angiogenia cuando se diluy6é hasta 100 veces (0,01x triple combinacién) (tabla 13B mas adelante; figuras 52 y 53).
Cuando se prepard la triple combinacién combinando los compuestos individuales a un décimo de su dosis 6ptima,
casi el 80 de las retinas tratadas todavia presentaban >75% de inhibicién y el 50% de las retinas presentaban
inhibicion completa (100%) de neovascularizaciéon. A 0,1 x concentraciones (1 pg/antagonista de integrina en el ojo,
0,2 pg/aptamero VEGF en el ojo y 0,025 pug/T2-TrpRS en el 0jo), la inhibicion de neovascularizacion por cada uno de
los compuestos angiostaticos fue insignificante (tabla 13C mas adelante; figura 54). Se observé alguna eficacia
después de la inyeccion de la combinacién doble 0,1 x T2-TrpRS y 0,1 x aptamero VEGF. Sin embargo, a pesar de
que esta combinacién era el angiostatico mas eficaz de todas las combinaciones dobles probadas, la actividad
angiostatica era todavia minima en comparacion con los niveles de inhibicion observados por la inyeccién de la 0,1 x
triple combinacién.

TABLA 13
A. Experimento de combinacién del modelo de angiogenia en ratdn recién nacido

Porcentaje de retinas con los niveles de inhibicion neovascular indicados

Inyeccion N 0-10% | 10-25% | 25-50% | 50-75% | >75% | >90% | 100%
PBS 38 84,2 10,5 5,3 0,0 0,0 0,0 0,0
5-10 ug antagonista de integrina 30 33,3 20,0 13,3 16,7 16,7 0,0 0,0
1-2 ug aptamero VEGF 42 39,1 20,0 7,6 11,9 21,4 47 2.4
0,25 ug T2-TrpRS 46 23,9 17,4 15,2 8,7 34,8 8,7 2,2
T2-TrpRS + ant. de integrina 22 18,2 13,6 9,1 9,1 50,0 27,3 13,6
Ant. de integrina + apt. VEGF 21 6,3 12,5 6,3 18,8 56,3 43,7 28,5
T2-TrpRS + apt. CEGF 36 5,6 11,1 13,9 8,3 61,1 38,3 19,4
Triple combinacion 24 0 8,3 0 0 91,7 83,2 62,6

B. Experimento de dilucion en serie de la triple combinacién

Inyeccion N 0-10% | 10-25% | 25-50% | 50-75% | >75% | >90% | 100%
PBS 14 71,4 14,3 14,3 0,0 0,0 0,0 0,0

1x triple combinacion 16 0,0 0,0 0,0 7,1 92,8 71,4 57,1

0,5x triple combinacion 16 0,0 0,0 0,0 0,5 100,0 87,5 50,0
0,25x triple combinacion 16 0,0 0,0 0,0 0,5 100,0 68,8 43,8
0,1x triple combinacién 18 0,0 5,5 11,1 5,5 77,8 61,1 44 4
0,05x triple combinacion 10 0,0 10,0 20,0 20,0 50,0 30,0 20,0
0,01x triple combinacion 10 10,0 10,0 30,0 30,0 20,0 20,0 10,0

C. Monoterapia a baja dosis frente a experimento de combinacion

Niveles de inhibicién: N | 0-10% | 10-25% | 25-50% | 50-75% | >75% | >90% | 100%
PBS 8 100 0 0 0 0 0 0
0,1x ant. de integrina (1,0pg) 10 90 10 0 0 0 0 0
0,1x apt. VEGF (0,20ug) 8 75 25 0 0 0 0 0
0,1x T2-TrpRS (0,025ug) 10 50 375 12,5 0 0 0 0
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Niveles de inhibicién: N 0-10% | 10-25% | 25-50% | 50-75% | >75% | >90% | 100%
0,1x T2-TrpRS + apt. VEGF 10 10 30 20,0 20 20 0 0
0,1x triple combinacion 18 0 5,5 11,1 5,5 77,8 61,1 44 4

Ejemplo 13. Efectos sinérgicos de una “terapia triple”

El modelo para raton de retinoterapia provocada por oxigeno (OIR) descrito anteriormente en la presente memoria
es un modelo muy aceptado de neovascularizacién provocada por hipoxia en la retina. Los cambios vasculares
asociados son consecuentes, reproducibles y cuantificables. En los Gltimos afios la utilizacién de este modelo se ha
extendido al estudio general de las vasculopatias isquémicas relacionadas con la enfermedad y a las intervenciones
antiangiogénicas relacionadas. Para estudiar las propiedades sinérgicas de estos compuestos angiostaticos en un
modelo mas patolégico de angiogenia, se probaron los efectos de monoterapias y politerapias sobre la formacién de
la neovascularizacién patoldgica en el modelo OIR en ratdn. Para los experimentos iniciales, se utilizaron las dosis
Optimas obtenidas en el modelo de angiogenia en recién nacidos. En cada caso, las politerapias demostraron
actividades angiostaticas mejoradas en comparacion con las monoterapias. Sin embargo, debido a las actividades
angiostaticas de cada monoterapia, fue dificil determinar si los resultados de combinar varios compuestos eran
sinérgicos o sencillamente aditivos. De este modo basandose en los resultados observados utilizando el modelo de
angiogenia retiniana en raton recién nacido que demostraba eficacias equivalentes de las politerapias a dosis
relativamente bajas, cada monoterapia y varias terapias de combinacion se probaron a un décimo de las dosis
optimas.

De nuevo, la concentracion de compuesto en las soluciones de la combinacion fue equivalente a la concentracion
correspondiente de la monoterapia. A concentraciones inferiores, no se observé ninguna inhibicion significativa de la
formacion patolégica del ovillo neovascular después de los tratamientos de monoterapia. Sin embargo, se
observaron reducciones significativas en las formaciones del ovillo neovascular utilizando cada combinacién doble
(figura 57). Cuando el antagonista de integrina se combinaba con el péptido T2-TrpRS, la formacién patolégica del
ovillo se redujo >50%. Combinando el antagonista de integrina con el aptamero VEGF se reducia la formacion del
ovillo >40%. Cuando el péptido T2-TrpRS se combinaba con el aptdmero VEGF, se redujo la neovascularizacién
patolégica casi el 80% en comparacion con las retinas tratadas con la referencia. Muchas de las retinas tratadas con
la combinacién doble T2-TrpRS/aptamero VEGF parecian casi normales con practicamente ninguna
neovascularizacién patoldgica evidente (figura 58).

Se ha demostrado un aumento drastico en la actividad angiostatica por los compuestos angiostaticos de mdltiple
combinacion que se dirigen a distintas rutas de angiogenia. Se observaron actividades angiostaticas potentes tanto
en un modelo de desarrollo como en uno patolégico de angiogenia incluso después de combinar los compuestos a
dosis que no tienen actividad monoterapeutica. Esto sugiere un efecto sinérgico en lugar de simplemente un efecto
aditivo. Estos datos sugieren también que rutas de direccionamiento multiple pueden ser necesarias para la terapia
antiangiogénica clinica eficaz y puede proporcionar un nuevo paradigma para el tratamiento de enfermedades
neovasculares. Preferentemente, por lo menos dos terapias angiogénicas se combinan (p. €j., una combinacion del
inhibidor de senalizacién de VEGF, tal como un aptamero VEGF, combinado con un fragmento angiostatico de
TrpRS, tal como el fragmento T2 de TrpRS y opcionalmente un antagonista de integrina).

Al dirigir e inhibir tres rutas angiogénicas independientes, se consiguio la inhibiciéon casi completa de la angiogenia
en dos modelos independientes de angiogenia. La inhibicion completa de la neovascularizacién puede ser
importante para el tratamiento eficaz de las enfermedades relacionadas con la angiogenia utilizando terapias
angiostaticas. En el modelo de los autores, incluso los mejores resultados en las inyecciones de monoterapia
generalmente solo bloquearon el 50 al 75% de desarrollo de nuevos vasos. Esto significa que en la mayoria de los
casos, todavia se desarrollaba una cantidad significativa de neovascularizacion. Por el contrario, dos tercios de las
retinas del raton recién nacido inyectadas con la terapia de triple combinacién presentaban la inhibicion completa del
100% de formacién neovascular (tabla13). Asi mismo, en el modelo OIR de angiogenia patolégica, una gran parte de
los ratones tratados demostraron poca o ninguna formacién del ovillo neovascular patolégica (figura 58). Durante el
tratamiento del cancer, pueden ser necesarios altos niveles de inhibicion de angiogenia para dar lugar a la inanicién
completa de las células tumorales y a evitar mas crecimiento del tumor. Las monoterapias que solamente inhiben el
50% del crecimiento neovascular sélo es probable que reduzcan, en lugar de eliminar, el oxigeno y los nutrientes
disponibles para que crezcan rapidamente las células tumorales. Aunque esto puede inicialmente ralentizar el
crecimiento, puede no ser suficiente para evitar mas crecimiento del tumor. En estos casos, las politerapias que
pueden conseguir la inhibicion completa de la neovascularizacion mejorarian en gran medida los resultados de las
terapias antiangiogénicas durante los tratamientos del cancer. Ademas, utilizando dosis relativamente bajas mientras
se mantiene un fuerte potencial angiostatico, la posibilidad de efectos secundarios desfavorables generados por
tratamientos angiostaticos puede minimizarse. Conjuntamente, los datos anteriores demuestran la utilidad
beneficiosa de combinar diferentes moléculas angiostaticas para el tratamiento de la neovascularizaciéon asociado a
la enfermedad.

Las composiciones de la presente invencion, que comprenden un fragmento angiostatico de triptofanil de ARNt
sintetasa (TrpRS), un inhibidor de sefalizacién del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y un inhibidor de
sefalizacion de integrina, y sus procedimientos de utilizacién, proporcionan un régimen de tratamiento nuevo y
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sorprendentemente eficaz para las enfermedades neovasculares, particularmente para las enfermedades
neovasculares de los ojos.

Ejemplo 14. Tratamiento de un tumor

El glioblastoma multiforme es un tumor cerebral maligno incurable normalmente mortal al afio de diagnostico. La
estirpe celular 9L de gliosarcoma de rata se utiliza como modelo para gliomas malignos. En ambas formas de
glioma, el tumor esta muy vascularizado y se infiltra en el tejido cerebral normal. El animal no tratado que recibe una
inyeccion de células 9L por via intracerebral tiene un vinculo de supervivencia de aproximadamente 3 semanas, una
vez se han implantado las células del tumor. El dia 0, se crearon tumores 9L intracerebrales por inoculacion
estereostatica de aproximadamente 50.000 células en aproximadamente 2 pl de medio de Eagle modificado por
Dulbecco (MEMD; Life Technologies, Gaithersburg, MD) en el I6bulo frontal derecho de ratas Fisher CD 344 que
habian sido previamente anestesiadas con ketamina y xilacina.

El dia 6, se inyectd por via estereotactica una inyeccion intravenosa rapida de 10ul de una composicion de la
invencion (4,5 mg/l de T2-TrpRS, 30 ml/l de compuesto (1) y 6 mg/l de compuesto (2); pegaptanib sddico) durante
aproximadamente 2 minutos en la misma region del cerebro que se habian implantado las células 9L. Después de la
inyeccion intravenosa rapida, se insert6 una bomba en la bolsa subcutdnea entre las escapulas. Se insertdé un
catéter conectado por tubuladura a la bomba en el mismo orificio de la arandela practicado para la introduccién de
las células 9L y se fij6 en el sitio. Cada bomba tenia un caudal de aproximadamente 8ul por hora. Una cantidad
adicional de la composicion de la invencién se bombeaba continuamente dentro del cerebro de cada animal durante
aproximadamente 24 horas. El bombeo continuo distribuy6 la composicion en todo el hemisferio del cerebro en el
que se habian implantado las células tumorales. Nueve ratas recibieron la composicion de la invencién y otras nueve
recibieron PBS convencional como grupo de referencia.

El dia 13, se hizo una incision entre las escapulas, se retird la bomba y se sustituyd por una bomba nueva. El
tratamiento con la composicion de la invencién o PBS se reanudd durante 24 horas mas con la nueva bomba a los
mismos caudales de bombeo. Hubo un aumento del 21 por ciento de supervivencia en las ratas tratadas con la
composicién de la invencién en comparacién con el grupo de referencia tratado con PBS (véase la figura 60).
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REIVINDICACIONES

1. Composicién que comprende (i) un fragmento angiostatico de triptofanil-ARNt sintetasa (TrpRS); (ii) un agente
antiangiogénico que es un inhibidor de sefializacién de la integrina; y (iii) un agente terapéutico en la que el agente
terapéutico es un agente antiinflamatorio.

2. Composicion segun la reivindicacién 1, en la que el fragmento angiostatico de TrpRS presenta un tamano
molecular de mas de aproximadamente 48 KDa.

3. Composiciéon segun la reivindicacién 1, en la que el fragmento angiostatico de TrpRS presenta un tamano
molecular de mas de aproximadamente 46 KDa.

4. Composicion segun la reivindicacién 1, en la que el fragmento angiostatico de TrpRS presenta un tamafo
molecular de mas de aproximadamente 43 KDa.

5. Composicién segun la reivindicacion 1, en la que el fragmento angiostatico de TrpRS presenta una secuencia de
restos de aminodcidos seleccionada de entre el grupo constituido por la SEC ID N°: 1, SEC ID N°: 2, SEC ID N*: 3y
SEC ID N: 4.

6. Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que el inhibidor de sefalizacion de integrina es
un antagonista de integrina angiostatica.

7. Composicion farmacéutica que comprende una composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 y un
portador farmacéuticamente aceptable para la misma.

8. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para su utilizacién en un procedimiento para el
tratamiento de una enfermedad neovascular.

9. Composicion segun la reivindicacion 8, en la que la enfermedad neovascular se selecciona de entre el grupo

constituido por enfermedades neovasculares oculares, glaucoma rubedtico, pterigién, canceres con tumor sélido,
artrosis, artritis reumatoide, anomalias vasculares, malformaciones vasculares y psoriasis.
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