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DESCRIPCION
Producto farmacéutico que contiene un inhibidor de la expresion de HIF-1 alfa y HIF-2 alfa
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un medicamento que contiene una sustancia inhibidora de la expresién de HIF-1a
y HIF-2a. Mas particularmente, la presente invencion se refiere a un agente terapéutico para enfermedades de la
retina, que contiene un acido nucleico capaz de inducir ARN interferente y similares.

Técnica anterior

Los factores inducibles por hipoxia 1 y 2 (HIF-1 y HIF-2) son heterodimeros que consisten en las subunidades a y (3,
y son factores de transcripcion que tienen un dominio de hélice-bucle-hélice basica (bHLH) y un dominio PAS en
comun. La expresion y la actividad transcriptora de HIF se incrementa notablemente cuando la concentracion intra-
celular de oxigeno disminuye. El VEGF (factor de crecimiento celular endotelial vascular), la eritropoyetina, el trans-
portador de glucosa y un gen que codifica la enzima de la glucdlisis y similares (véase el documento no patente 1)
se han identificado como genes diana transactivados por HIF.

La retinopatia diabética y la degeneracion macular relacionada con la edad son enfermedades causadas por un
factor que producen ceguera adquirida, y actualmente se desea el desarrollo de un medicamento que inhiba la an-
giogénesis que se observa en ambas enfermedades. En particular, se conoce que un aumento intraocular de VEGF
es una de las causas de la induccion de la angiogénesis, y algunos antagonistas de VEGF estan en desarrollo. HIF
es un factor de transcripcion que controla la expresion de VEGF, y se espera que un inhibidor de HIF también sea un
agente inhibidor de la angiogénesis.

Estudios que utilizan ARNip (ARN interferente pequerio, del inglés siRNA) como inhibidor de HIF han reportado que
la expresion de VEGF es inhibida por ARNip para HIF-1a en células Hela, células Hep3B y células Kelly (véase el
documento no patente 2). Ademas, también se ha informado de que solo el ARNip para HIF-1a inhibe la induccion
de la expresion de VEGF debido a hipoxia en las células de cancer de mama (MDA468), y no se produce una inhibi-
cion con ARNip para HIF-2a (véase el documento no patente 3). Incluso cuando se utilizaron los ARNip para isofor-
mas tanto de HIF-1a como de 2a en este sistema experimental, la induccion de la expresion de VEGF se inhibié solo
hasta el mismo nivel que con el uso exclusivo de ARNip para HIF-1a. En contraste, unos informes han documentado
que solo el ARNip para HIF-2a inhibe la induccién de la expresiéon de VEGF debido a hipoxia en células de cancer
de rifidn (786-0), y el ARNip tanto para HIF-1a como 2a inhibe la expresion de VEGF en células de cancer de rifidn
(Caki-1) que tienen un gen inhibidor tumoral VHL (von Hippel-Lindau) (véase el documento no patente 4). Tal y como
se ha mencionado anteriormente, cual de las dos isoformas de HIF esta intensamente implicada en la produccion de
VEGF se considera que varia dependiendo de la célula.

Hasta ahora, se ha descrito el uso de ARNip y antisentido para HIF-1a como un farmaco terapéutico contra la dege-
neracion macular relacionada con la edad y la retinopatia diabética (véanse los documentos de patente 1 - 3). Sin
embargo, el uso de ARNip y antisentido para HIF-2a no se ha descrito segun los conocimientos de los presentes
inventores. Ademas, no se ha reportado que la inhibicion de ambas isoformas HIF-1a y HIF-2a mejora notablemente
la accién supresora de la produccién de VEGF, en comparacion con la inhibicién de una de las isoformas, ni se ha
reportado el uso de una composicion que contiene ARNip(s) o antisentido(s) para ambas isoformas HIF-1a y HIF-2a
contra enfermedades de la retina.

documento de patente 1: WO2007/002718

documento de patente 2: WO2004/042024

documento de patente 3: WO2006/050734

documento no patente 1: Semenza GL (1999), Ann. Rev. Cell. Dev. Biol. 15: 551-578
documento no patente 2: Christina W et al (2004) FASEB J 12: 1462-1464

documento no patente 3: Heidi MS et al (2004) Cancer Res 63: 6130-6134

documento no patente 4: Raju RR et al (2005) Molecular and Cellular Biology 25: 5675-5686
Descripcion de la invenciéon

Problemas que debe resolver la invencién

Un objeto de la presente invencion es proporcionar un producto farmacéutico que muestra un efecto terapéutico
elevado en el tratamiento de enfermedades de la retina asociadas con la angiogénesis, tales como la degeneracion
macular relacionada con la edad, la retinopatia diabética y similares.
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Medios para resolver los problemas

Teniendo en cuenta los problemas mencionados anteriormente, los presentes inventores han realizado estudios
exhaustivos y han encontrado que la inhibicion de ambas isoformas mediante la reaccién de células del epitelio
pigmentario de la retina con ARNip para HIF-1a y ARNip para HIF-2q, inhibe notablemente mas la produccion de
VEGF que mediante la accion de ARNip para solo una de las isoformas, lo que dio como resultado la realizacion de
la presente invencioén. Por consiguiente, la presente invencion es como se describe a continuacion.

[1] Un agente terapéutico para una enfermedad de la retina, que comprende una sustancia que inhibe especifica-
mente la expresion de HIF-1a y una sustancia que inhibe especificamente la expresion de HIF-2a, en donde la sus-
tancia inhibidora mencionada anteriormente es ARNip.

[2] El agente terapéutico del apartado [1] mencionado anteriormente, en el que el ARNip mencionado anteriormente
para HIF-1a consiste en una cadena codificante que comprende una secuencia de 17 - 25 bases continuas de
ARNmM que se corresponde con la secuencia de bases de SEQ ID NO: 1 y una cadena no codificante, no codificante,
que comprende una secuencia complementaria a la misma, y el ARNip mencionado anteriormente para HIF-2a con-
siste en una cadena codificante que comprende una secuencia de 17 - 25 bases continuas de ARNm que se corres-
ponde con la secuencia de bases de SEQ ID NO: 3 y una cadena no codificante que comprende una secuencia
complementaria a la misma.

[3] El agente terapéutico del apartado [2] mencionado anteriormente, en el que el ARNip mencionado anteriormente
para HIF-1a es el apartado (a) o (b) siguiente, y el ARNip para HIF-2a es el apartado (c) o (d) siguiente:

(a) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que comprende una secuencia de bases descrita en
cualquiera de SEQ ID NO: 17 - 20 y 31, y una cadena no codificante que comprende una secuencia complementaria
a la misma, que opcionalmente tiene un extremo protuberante en la cadena codificante y/o la cadena no codificante,
y tiene actividad inhibidora de la expresion de HIF-1q;

(b) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que comprende una secuencia de bases en donde
una a varias bases se han afiadido y/o se han eliminado del extremo 5’ terminal y/o del extremo 3' terminal de la
secuencia de bases descrita en cualquiera de SEQ ID NOs: 17 - 20 y 31, y una cadena no codificante que compren-
de una secuencia complementaria a la misma, que opcionalmente tiene un extremo protuberante en la cadena codi-
ficante y/o en la cadena no codificante, y tiene actividad inhibidora de la expresion de HIF-1q;

(c) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que comprende la secuencia de bases descrita en
cualquiera de SEQ ID NO: 21, 22 y 35, y una cadena no codificante que comprende una secuencia complementaria
a la misma, que opcionalmente tiene un extremo protuberante en la cadena codificante y/o en la cadena no codifi-
cante, y tiene actividad inhibidora de la expresion de HIF-2q;

(d) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que comprende una secuencia de bases en la que
una a varias bases se han afadido y/o se han eliminado del extremo 5’ terminal y/o el extremo 3' terminal de la se-
cuencia de bases descrita en cualquiera de SEQ ID NOs: 21, 22 y 35, y una cadena no codificante que comprende
una secuencia complementaria a la misma, que opcionalmente tiene un extremo protuberante en la cadena codifi-
cante y/o en la cadena no codificante, y tiene actividad inhibidora de la expresién de HIF-2a.

[4] El agente terapéutico de los apartados [2] o [3] mencionados anteriormente, en el que el ARNip mencionado
anteriormente para HIF-1a es cualquiera de los apartados (1-1) - (1-5) siguientes, y el ARNip para HIF- 2a es cual-
quiera de los apartados (2-1) - (2-3) siguientes:

(1-1) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 5, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 11;

(1-2) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 6, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 12;

(1-3) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 7, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 13;

(1-4) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 8, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 14;

(1-5) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 29, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 30;

(2-1) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 9, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 15;

(2-2) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 10, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 16;
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(2-3) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 33, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 34.

[5] El agente terapéutico de cualquiera de los apartados [1] - [4] mencionados anteriormente, en donde la enferme-
dad de la retina es la degeneracion macular relacionada con la edad, la retinopatia diabética, la retinopatia del pre-
maturo, la oclusion de la vena retiniana, la obstruccion de la arteria retiniana, el edema macular diabético o el glau-
coma.

[6] El agente terapéutico del apartado [5] mencionado anteriormente, en el que la enfermedad de la retina es la de-
generacion macular relacionada con la edad o la retinopatia diabética.

[7] El uso de una sustancia que inhibe especificamente la expresion de HIF-1a y de una sustancia que inhibe especi-
ficamente la expresion de HIF-2a, para la produccion de un agente terapéutico para el tratamiento de una enferme-
dad de la retina, en donde la sustancia inhibidora mencionada anteriormente es ARNip.

[8] El uso del apartado [7] mencionado anteriormente, en el que el ARNip mencionado anteriormente para HIF-1a
consiste en una cadena codificante que comprende una secuencia de 17 - 25 bases continuas de ARNm que se
corresponde con la secuencia de bases de SEQ ID NO: 1 y una cadena no codificante que comprende una secuen-
cia complementaria a la misma, y el ARNip mencionado anteriormente para HIF-2a consiste en una cadena codifi-
cante que comprende una secuencia de 17 - 25 bases continuas de ARNm que se corresponde con la secuencia de
bases de SEQ ID NO: 3 y una cadena no codificante que comprende una secuencia complementaria a la misma.

[9] El uso del apartado [8] mencionado anteriormente, en el que el ARNip mencionado anteriormente para HIF-1a es
el apartado (a) o (b) siguiente, y el ARNip para HIF-2a es el apartado (c) o (d) siguiente:

(a) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que comprende una secuencia de bases descrita en
cualquiera de SEQ ID NOs: 17 - 20 y 31, y una cadena no codificante que comprende una secuencia complementa-
ria a la misma, que opcionalmente tiene un extremo protuberante en la cadena codificante y/o en la cadena no codi-
ficante, y tiene actividad inhibidora de la expresion de HIF-1q;

(b) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que comprende una secuencia de bases en donde
una a varias bases se han afiadido y/o se han eliminado del extremo 5’ terminal y/o del extremo 3' terminal de la
secuencia de bases descrita en cualquiera de SEQ ID NOs: 17 - 20 y 31, y una cadena no codificante que compren-
de una secuencia complementaria a la misma, que opcionalmente tiene un extremo protuberante en la cadena codi-
ficante y/o en la cadena no codificante, y tiene actividad inhibidora de la expresion de HIF-1q;

(c) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
cualquiera de SEQ ID NO: 21, 22 y 35, y una cadena no codificante que comprende una secuencia complementaria
a la misma, que opcionalmente tiene un extremo protuberante en la cadena codificante y/o en la cadena no codifi-
cante, y tiene actividad inhibidora de la expresion de HIF-2q;

(d) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que comprende una secuencia de bases en la que
una a varias bases se han afiadido y/o se han eliminado desde el extremo 5’ terminal y/o del extremo 3' terminal de
la secuencia de bases descrita en cualquiera de SEQ ID NOs: 21, 22 y 35, y una cadena no codificante que com-
prende una secuencia complementaria a la misma, que opcionalmente tiene un extremo protuberante en la cadena
codificante y/o en la cadena no codificante, y tiene actividad inhibidora de la expresiéon de HIF-2a

[10] El uso del apartado [8] o [9] mencionado anteriormente, en el que el ARNip mencionado anteriormente para HIF-
1a a es cualquiera de los apartados (1-1) - (1-5) siguientes, y el ARNip para HIF-2a es cualquiera de los apartados
(2-1) - (2-3) siguientes:

(1-1) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 5, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 11;

(1-2) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 6, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 12;

(1-3) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 7, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 13;

(1-4) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 8, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 14;

(1-5) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 29, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 30;

(2-1) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 9, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 15;
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(2-2) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 10, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 16;

(2-3) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 33, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 34.

[11] El uso de cualquiera de los apartados [7] - [10] mencionados anteriormente, en el que la enfermedad de la retina
es la degeneracion macular relacionada con la edad, la retinopatia diabética, la retinopatia del prematuro, la oclusion
de la vena retiniana, la obstruccién de la arteria retiniana, el edema macular diabético o el glaucoma.

[12] El uso del apartado [11] mencionado anteriormente, en el que la enfermedad de la retina es la degeneracion
macular relacionada con la edad o la retinopatia diabética.

Efecto de la invencion

Con el empleo del agente terapéutico para una enfermedad de la retina de la presente invencion, el cual inhibe es-
pecificamente la expresion tanto de HIF-1a como de HIF-2a, se puede inhibir de manera eficaz la produccién de
VEGF en las células de la retina, en comparacién con la inhibicidon de cualquiera de los dos. El efecto supresor sobre
la produccién de VEGEF es sinérgico. Se puede esperar que el agente terapéutico para una enfermedad de la retina
de la presente invenciéon proporcione un efecto superior en comparacion con los medicamentos de acido nucleico
convencionales.

Breve Descripcion de los Dibujos

La Fig. 1 es un grafico que muestra el nivel de expresion de HIF-1a en células del EPR.
La Fig. 2 es un grafico que muestra el nivel de expresion de HIF-2a en células del EPR.
La Fig. 3 es un grafico que muestra el nivel de expresion de VEGF en células del EPR.
La Fig. 4 es un grafico que muestra el nivel de expresion de HIF-1a en células del EPR.
La Fig. 5 es un grafico que muestra el nivel de expresion de HIF-2a en células del EPR.
La Fig. 6 es un grafico que muestra el nivel de expresion de VEGF en células del EPR.
La Fig. 7 es un grafico que muestra el nivel de expresion de VEGF en células del EPR.
Mejor modo de llevar a cabo la invenciéon

El VEGF es un factor que actua especificamente sobre los receptores (Flt-1, KDR/FIk-1, etc.) presentes en la super-
ficie de las células endoteliales vasculares para incrementar la construccion de una red capilar sanguinea mediante
el crecimiento, la migracion y la formacion de un lumen de células endoteliales vasculares, y tiene un papel extrema-
damente importante en el desarrollo de la angiogénesis (Ferrara, N. et al. Kidney Int. 1999, 56, 794-814). Ademas,
se sabe que el VEGF es un factor importante para el control de la angiogénesis y la permeabilidad de los vasos
sanguineos en los tejidos oculares, y esta implicado en enfermedades de la retina tales como la degeneracion macu-
lar relacionada con la edad, la retinopatia diabética y similares (Shams, N. et al. Ophthalmol. Clin. North. Am. 2006,
19, 335-344). El agente terapéutico de la presente invencion puede inhibir especificamente la expresion de HIF-1a y
HIF-2a que controlan la expresion de VEGF aguas arriba, en las células obtenidas a partir de la retina, tales como
células del epitelio pigmentario retinal, células de Miiller y similares. Puesto que el agente terapéutico de la presente
invencion inhibe la produccion de VEGF y controla el desarrollo de la angiogénesis, es Util como agente terapéutico
para enfermedades de la retina, particularmente como agente terapéutico para enfermedades de la retina asociadas
con la angiogénesis. Ejemplos especificos de enfermedades de la retina asociadas con la angiogénesis incluyen la
degeneracion macular relacionada con la edad, la retinopatia diabética, la retinopatia del prematuro, la oclusion de la
vena retiniana, la obstruccion de la arteria retiniana, el edema macular diabético, el glaucoma (particularmente el
glaucoma neovascular) y similares. Ya que es conocido que el aumento de VEGF en las células epiteliales del pig-
mento retinal es una de las causas de angiogénesis observada en la degeneracion macular relacionada con la edad
(Katrina et al. Am. J. Pathol. 2000, 157, 135-144), el agente terapéutico de la presente invencidon que muestra una
accion inhibidora mayor sobre la produccion de VEGF en las células del epitelio pigmentario retinal, es particular-
mente Util como agente terapéutico para la degeneracién macular relacionada con la edad.

En la presente invencion, HIF-1a y HIF-2a son factores de transcripcion obtenidos a partir de cualquier mamifero.
Ejemplos de mamiferos incluyen seres humanos y mamiferos distintos de los seres humanos. Ejemplos de mamifero
no humano incluyen animales experimentales tales como roedores (por ejemplo, ratén, rata, hamster, cobaya y simi-
lares), conejo y similares, animales domésticos tales como cerdo, vaca, cabra, caballo, oveja y similares, animales
de compaiiia tales como perro, gato y similares, y primates tales como mono, orangutan, chimpancé y similares.
Para el tratamiento de enfermedades humanas, se prefiere HIF-1a y HIF-2a obtenidos a partir de ser humano. HIF-
2a también se denomina EPAS1 o HLF. Se conoce la secuencia de bases y la secuencia de aminoacidos de HIF-1a
y de HIF-2a humanos y, por ejemplo, la secuencia de bases (SEQ ID NO: 1) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
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NO: 2) de HIF-1a (GenBank n°® de orden NM_001530), y la secuencia de bases (SEQ ID NO: 3) y la secuencia de
aminoacidos (SEQ ID NO: 4) de HIF-2a (GenBank n° de orden NM_001430 ) y similares estan registradas y publica-
das en GenBank.

El agente terapéutico de la presente invencion contiene caracteristicamente un ARNip que inhibe especificamente la
expresion de HIF-1a y un ARNip que inhibe especificamente la expresion de HIF-2a.

La sustancia que inhibe especificamente la expresion de HIF-1a, que esta contenida en el agente terapéutico de la
presente invencion como un ingrediente activo, no esta particularmente limitada mientras que actde en el proceso de
transcripcion de HIF-1a e inhiba especificamente la expresion del mismo y sea un ARNip para HIF-1a. Ademas, la
sustancia que inhibe especificamente la expresion de HIF-2a, que esta contenida en el agente terapéutico de la
presente invencion como un ingrediente activo, no esta particularmente limitada mientras que actde en el proceso de
transcripcion de HIF-2a e inhiba especificamente la expresion del mismo y sea un ARNip para HIF-2a. La sustancia
inhibidora que se describe también es esta memoria incluye un acido nucleico que induce ARNi, un acido nucleico
antisentido y una ribozima, y un vector de expresion de los mismos.

El acido nucleico que induce ARNi mencionado anteriormente se refiere a un polinucleétido capaz de inducir ARN
interferente al ser introducido en la célula, y es preferiblemente ARN o una molécula quimérica de ARN y ADN. El
ARN interferente se refiere a un efecto del ARN que tiene una estructura de doble cadena que contiene la misma
secuencia de bases que el ARNm (o una secuencia parcial de la misma) para inhibir la expresién del ARNm. Para
conseguir el efecto del ARNi, por ejemplo, se utiliza preferentemente ARN que tiene una estructura de doble cadena
que contiene la misma secuencia de bases que el ARNm diana, con al menos 19 bases contiguas (o una secuencia
parcial de la misma). Mientras que muestre una actividad inhibidora de la expresion de HIF-1a o HIF-2 a, se pueden
sustituir varias bases del mismo o se puede utilizar un ARN mas corto que las 19 bases de longitud. La estructura de
doble cadena puede consistir en diferentes hebras de una cadena codificante y una cadena no codificante, o puede
ser una cadena doble (ARNsh) formada por una estructura de bucle de tallo de un ARN. Ejemplos del acido nucleico
que induce ARNi incluyen ARNip, ARNmi y similares.

Teniendo en cuenta la fuerte actividad inhibidora de la transcripcion, el acido nucleico que induce el ARNi es prefe-
rentemente ARNip. El ARNip para HIF-1a o HIF-2a se puede dirigir a cualquier parte del ARNm de HIF-1a o HIF-2a.
La molécula de ARNip para HIF-1a o HIF-2a no esta particularmente limitada mientras que pueda inducir un efecto
de ARNi y tiene, por ejemplo, 17 - 25 bases de longitud, preferiblemente 17 - 23 bases de longitud, mas preferible-
mente 17 - 21 bases de longitud. EI ARNip para HIF-1a o HIF-2a es una cadena doble que contiene una cadena
codificante y una cadena no codificante. Especificamente, el ARNip para HIF-1a consiste en una cadena codificante
que comprende una secuencia de 17 - 25 bases contiguas (preferiblemente 17 - 23, mas preferiblemente 17 - 21) de
ARNmM que se corresponde con la secuencia de bases de SEQ ID NO: 1 y una cadena no codificante que compren-
de una secuencia complementaria a la misma. Preferiblemente, consiste en una cadena codificante que comprende
una secuencia de 17 - 25 bases contiguas (preferiblemente 17 - 23, mas preferiblemente 17 - 21) que se dirigen a la
posicion 9062 hasta 14782 de SEQ ID NO: 1 y una cadena no codificante que comprende una secuencia comple-
mentaria a la misma. El ARNip para HIF-2a consiste en una cadena codificante que comprende una secuencia de 17
- 25 bases contiguas (preferiblemente 17 - 23, mas preferiblemente 17 - 21) de ARNm que se corresponde con la
secuencia de bases de SEQ ID NO: 3 y una cadena no codificante que comprende una secuencia complementaria a
la misma. Preferiblemente, consiste en una cadena codificante que comprende una secuencia de 17 - 25 bases
contiguas (preferiblemente 17 - 23, mas preferiblemente 17 - 21) que se dirigen a la posicion 5802 hasta 42422 de
SEQ ID NO: 3 y una cadena no codificante que comprende una secuencia complementaria a la misma. El ARNip
para HIF-1a o HIF-2a tiene opcionalmente un extremo protuberante 5' terminal o 3' terminal en una o en ambas
cadenas, cadena codificante y cadena no codificante. El extremo protuberante se forma por la adicion de una a va-
rias bases (por ejemplo, 1, 2 o 3) al extremo de la cadena codificante y/o de la cadena no codificante. El método
para disefiar el ARNip es conocido por los expertos normales en la técnica, y una secuencia de bases apropiada de
ARNip se puede seleccionar a partir de las secuencias de bases mencionadas anteriormente, mediante el uso de
diversos programas informaticos de disefio o algoritmos de ARNip. Puesto que los ARNm de HIF-1a y HIF-2a son
muy homologos, también se puede seleccionar un ARNip capaz de desmantelar simultaneamente los dos ARNm. En
este caso, el acido nucleico contenido en el agente terapéutico de la presente invencién puede ser de un tipo.

(1) ARNip para HIF-1a

Una secuencia de ARNip especifica para HIF-1a es preferiblemente un ARN bicatenario definido por los siguientes
apartados (a) o (b) basandose en la secuencia de bases de las SEQ ID NO: 17 - 20 o 31 siguientes.

(a) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que comprende una secuencia de bases descrita en
cualquiera de SEQ ID NOs: 17 - 20 y 31, y una cadena no codificante que comprende una secuencia complementa-
ria a la misma, que tiene opcionalmente un extremo protuberante en la cadena codificante y/o en la cadena no codi-
ficante, y tiene actividad inhibidora de la expresion de HIF-1q;

(b) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que comprende una secuencia de bases en donde
una a varias bases se han afiadido y/o se han eliminado del extremo 5’ terminal y/o del extremo 3' terminal de la
secuencia de bases descrita en cualquiera de SEQ ID NOs: 17 - 20 y 31, y una cadena no codificante que compren-
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de una secuencia complementaria a la misma, que opcionalmente tiene un extremo protuberante en la cadena codi-
ficante y/o en la cadena no codificante, y tiene actividad inhibidora de la expresion de HIF-1a. Aqui, la adicion y/o la
delecion de una a varias bases (por ejemplo, 1 - 5, preferiblemente 1 - 3, mas preferiblemente 1 0 2) en el extremo 5'
terminal y/o 3' terminal de la secuencia de bases descrita en cualquiera de SEQ ID NOs: 17 - 20 y 31, se puede
lograr de tal manera que se asegura la identidad con una secuencia de bases parcial de una cadena codificante que
codifica un gen de HIF-1a y de una cadena no codificante de la misma, a fin de conservar la actividad inhibidora de
la expresion de HIF-1a.

Tabla 1

ARNip | Cadena codificante (SEQ ID NO) Cadena no codificante* (SEQ ID NO)

HIF-1a | 5'-ggaac cugau gcuuu aacu-3' (17) | 5' -aguua aagca ucagg uucc-3' (23)

HIF-1a | 5' -gggua aagaa caaaa caca-3' (18) | 5' -ugugu uuugu ucuuu accc-3' (24)

HIF-1a | 5'-ggcag cagaa accua cugc-3' (19) | 5' -gcagu agguu ucugc ugcc-3' (25)

HIF-1a | 5' -gcacg acuug auuuu cucc-3' (20) | 5' -ggaga aaauc aaguc gugc-3' (26)

HIF-1a | 5' -ccuca gugug gguau aaga-3' (31) | 5' -ucuua uaccc acacu gagg-3' (32)

* la secuencia de la cadena no codificante es una realizacion para la secuencia de la
cadena codificadora en la columna de la izquierda

De los ARNip para HIF-1a, el ARNip que tiene un extremo protuberante es preferiblemente uno de los siguientes
apartados (1-1) - (1-5) (el subrayado muestra el extremo protuberante):

(1-1) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 5 (5'-ggaac cugau gcuuu aacutt-3'), y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases
descrita en SEQ ID NO: 11 (5'-aguua aagca ucagg uucctt-3');

(1-2) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 6 (5'-gggua aagaa caaaa cacatt-3'), y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases
descrita en SEQ ID NO: 12 (5'-ugugu uuugu ucuuu accctt-3');

(1-3) u un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita
en SEQ ID N °: 7 (5 '-ggcagcagaaaccuacugctt-3'), y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de ba-
ses descrita en SEQ ID NO: 13 (5-gcaguagguuucugcugcctt-3');

(1-4) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 8 (5'-gcacgacuugauuuucucctt-3'), y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases
descrita en SEQ ID NO: 14 (5'-ggagaaaaucaagucgugctg-3');

(1-5) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 29 (5'-ccucaguguggguauaagatt-3'), y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases
descrita en SEQ ID NO: 30 (5'-ucuuauacccacacugaggtt-3').

(2) ARNip para HIF-2a

Una secuencia de ARNip especifica para HIF-2a es preferiblemente un ARN bicatenario definido por los apartados
(c) o (d) siguientes basandose en la secuencia de bases de las siguientes SEQ ID NO: 21, 22 o 35.

(c) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
cualquiera de SEQ ID NO: 21, 22 y 35, y una cadena no codificante que comprende una secuencia complementaria
a la misma, que opcionalmente tiene un extremo protuberante en la cadena codificante y/o en la cadena no codifi-
cante, y tiene actividad inhibidora de la expresion de HIF-2q;

(d) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que comprende una secuencia de bases en donde
una a varias bases se han afiadido y/o se han eliminado del extremo 5’ terminal y/o del extremo 3' terminal de la
secuencia de bases descrita en cualquiera de SEQ ID NO: 21, 22 y 35, y una cadena no codificante que comprende
una secuencia complementaria a la misma, que opcionalmente tiene un extremo protuberante en la cadena codifi-
cante y/o en la cadena no codificante, y tiene actividad inhibidora de la expresion de HIF-2a. Aqui, la adicién y/o la
delecion de una a varias bases (por ejemplo, 1 - 5, preferiblemente 1 - 3, mas preferiblemente 1 0 2) en el extremo 5'
terminal y/o 3' terminal de la secuencia de bases, descrita en cualquiera de SEQ ID NOs: 21, 22 y 35, se puede
lograr de tal manera que se asegura la identidad con una secuencia de bases parcial de una cadena codificante que
codifica un gen de HIF-2a y una cadena no codificante de la misma, a fin de conservar la actividad inhibidora de la
expresion de HIF-2a.
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Tabla 2

ARNip | Cadena codificante (SEQ ID NO) Cadena no codificante* (SEQ ID NO)

HIF-2a | 5'-cggag guguu cuaug agcu-3' (21) | 5' -agcuc auaga acacc uccg-3' (27)

HIF-2a | 5' -gguuu uguug cuagc ccuu-3' (22) | 5' -aaggg cuagc aacaa aacc-3' (28)

HIF-2a | 5' -ggaca uagua ucuuu gacu-3' (35) | 5' -aguca aagau acuau gucc-3' (36)

* la secuencia de la cadena no codificante es una realizacién para la secuencia de la
cadena codificante en la columna de la izquierda

De los ARNip para HIF-2a, el ARNip que tiene un extremo protuberante es preferiblemente uno de los apartados (2-
1) - (2-3) siguientes (el subrayado muestra el extremo protuberante):

(2-1) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 9 (5'-cggag guguu cuaug agcutt-3'), y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases
descrita en SEQ ID NO: 15 (5'-agcuc auaga acacc uccgtc-3');

(2-2) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 10 (5'-gguuu uguug cuagc ccuutt-3'), y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de ba-
ses descrita en SEQ ID NO: 16 (5-aaggg cuagc aacaa aacctt-3');

(2-3) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 33 (5'-ggaca uagua ucuuu gacutt-3'), y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de ba-
ses descrita en SEQ ID NO: 34 (5-aguca aagau acuau gucctg-3').

El acido nucleico antisentido para HIF-1a o el acido nucleico antisentido para HIF-2a se refiere a un polinucleétido
que consiste en una secuencia de bases capaz de hibridarse, en condiciones fisiolégicas, con un producto de la
transcripcion de células que expresan productos de la transcripcion (ARNm o un producto inicial de la transcripcion)
de HIF-1a o HIF-2aq, el cual puede inhibir la traduccién del polipéptido codificado por el producto de la transcripcién
en un estado hibridado. El tipo de acido nucleico antisentido puede ser ADN o ARN, o una quimera de ADN/ARN. El
acido nucleico antisentido puede tener un enlace fosfodiéster de tipo natural o puede ser un nucleétido modificado
tal como del tipo acido tiofosforico (P=0 del enlace fosfato esta sustituido por P=S), de tipo de 2'-O-metilo, que son
estables frente a enzimas degradantes y similares. Otros elementos importantes para el disefio del acido nucleico
antisentido incluyen una mejora de la solubilidad en agua y la permeabilidad de la membrana celular y similares, y
esto también se puede superar mediante un disefio en forma de dosificacion, tal como el uso de liposomas y mi-
croesferas y similares. La longitud del acido nucleico antisentido no esta particularmente limitada siempre y cuando
sea posible una hibridacion especifica con los productos de la transcripcion de HIF-1a o HIF-2a (por ejemplo, ARNm
correspondiente a la secuencia de bases de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 3). Una secuencia corta puede contener
aproximadamente 15 bases, y una secuencia larga puede contener una secuencia complementaria a la secuencia
completa del producto de la transcripcion. Considerando la facilidad de la sintesis, el problema de la antigenicidad y
similares se puede mencionar, por ejemplo, un oligonucleétido que consiste en aproximadamente 15 bases o mas,
preferiblemente aproximadamente de 15 a aproximadamente 30 bases, mas preferiblemente de aproximadamente
18 bases a aproximadamente 30 bases. Ademas, el acido nucleico antisentido puede ser uno que no solo inhibe la
traduccién mediante la hibridacién con un producto de la transcripcion de HIF-1a o HIF-2a, sino que también puede
inhibir la transcripcion a ARNm mediante la uniéon con ADN bicatenario para formar una cadena triple (triplex). El
acido nucleico antisentido para HIF-1a contiene preferiblemente la secuencia de bases descrita en cualquiera de
SEQ ID NO: secuencia de bases 1 descrita en cualquiera de las SEQ ID NOs: 21, 22 y 35 - 20, 23 - 26, 31y 32
(cuando el acido nucleico antisentido es ADN, U es T). El acido nucleico antisentido para HIF-2a contiene preferi-
blemente la secuencia de bases descrita en cualquiera de las SEQ ID NOs: 21, 22, secuencia de bases 2 descrita
en cualquiera de las SEQ ID NOs: 21, 22 y 35, 28, 35 y 36 (cuando el acido nucleico antisentido es ADN, U es T).

En la presente memoria descriptiva, ser "complementaria” significa tener una complementariedad que no sea menor
de aproximadamente 70%, preferiblemente no menor de aproximadamente 80%, mas preferiblemente no menor de
aproximadamente 90%, mas preferiblemente no menor de aproximadamente 95%, lo mas preferiblemente 100%,
entre las secuencias de bases. La homologia de la secuencia de bases en la presente memoria descriptiva se puede
calcular con arreglo a las siguientes condiciones (valor esperado = 10; los huecos estan permitidos; filirado = ON;
puntuacion de apareamiento = 1; puntuacion de desapareamiento = -3), utilizando un algoritmo de puntuacion de la
homologia NCBI BLAST (Herramienta de Busqueda de Alineacion Local Basica del Centro Nacional de Informacion
sobre Biotecnologia).

La "ribozima" mencionada anteriormente se refiere a ARN que tiene actividad enzimatica para la escision del acido
nucleico, pero la presente memoria descriptiva también incluye ADN, siempre y cuando haya una actividad enzimati-
ca especifica de la secuencia para la escisién de acido nucleico, ya que recientemente se ha aclarado que el oli-
goADN que tiene una secuencia de bases del sitio activo de la enzima, muestra de manera similar una actividad de
escision de acido nucleico. Para ser precisos, la ribozima puede escindir especificamente ARNm que codifica HIF-1a
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o HIF-2a o un producto inicial de la transcripcion, dentro de la regidn codificadora (que incluye un sitio de intron en
caso de ser un producto inicial de la transcripcion). La ribozima que tiene una mayor utilidad incluye ARN que realiza
el mismo el corte y empalme observado en ARN infeccioso, tal como un viroide, virusoide y similar, y el tipo cabeza
de martillo, tipo horquilla y similares son conocidos. El tipo cabeza de martillo presenta una actividad enzimatica con
aproximadamente 40 bases, y puede escindir especificamente solo un ARNm diana mediante la formacion, con
varias bases en ambos extremos (un total de aproximadamente 10 bases) adyacentes a la estructura de cabeza de
martillo, de secuencias complementarias a los sitios de escisién deseados del ARNm. Cuando se utiliza la ribozima
en forma de un vector de expresion que contiene un ADN que lo codifica, para favorecer la transferencia de un pro-
ducto de la transcripcion al citoplasma, también se puede formar una ribozima hibrida en la que se liga una secuen-
cia de ARNt alterado (Nucleic Acids Res., 29(13): 2780-2788 (2001)).

Las sustancias inhibidoras especificas de HIF-1a y HIF-2a también se pueden proporcionar como vectores de ex-
presion. Tales vectores de expresion contienen polinucleétidos que codifican sustancias inhibidoras especificas de
HIF-1a y HIF-2a, y promotores ligados funcionalmente a los polinucleétidos.

El promotor mencionado anteriormente se puede seleccionar apropiadamente de acuerdo con el tipo de acido nu-
cleico de la diana de expresion bajo su control y se pueden mencionar, por ejemplo, los promotores pollll (por ejem-
plo, promotor de ARNt, promotor U6, promotor H1), los promotores de mamifero (por ejemplo, promotor CMV, pro-
motor CAG, promotor SV40).

El vector de expresion de la presente invencion puede contener ademas un gen marcador para seleccion (gen que
imparte resistencia a farmacos tales como tetraciclina, ampicilina, kanamicina, higromicina, fosfinotricina y similares,
gen que complementa una mutacion auxotrdéfica, etc.).

La estructura principal del vector de expresion de la presente invencién no esta particularmente limitada, siempre y
cuando se puedan producir sustancias inhibidoras especificas de HIF-1a y HIF-2a en células de mamifero (humanas
y similares). Por ejemplo, se puede mencionar un vector plasmidico y un vector virico. Como vector preferible para la
administracion a mamiferos, se pueden mencionar vectores viricos tales como retrovirus, adenovirus, virus adenoa-
sociados, virus del herpes, virus variolavacunal, virus de la viruela, virus de la polio, virus Sindbis, virus hemagluti-
nante de Japodn y similares. Entre estos, se prefieren los vectores viricos obtenidos a partir de retrovirus, adenovirus,
virus adenoasociado o virus variolavacunal.

Como la dosis del agente terapéutico de la presente invencion varia dependiendo del tipo o de la actividad del ingre-
diente activo, las especies animales que van a ser objeto de administracion, la gravedad de la enfermedad del sujeto
al que se va a administrar, la tolerancia a los farmacos, el peso corporal, la edad y similares, es por lo general desde
aproximadamente 0,0001 a aproximadamente 1000 mg/kg para un adulto al dia, en la cantidad de ingrediente activo.

El sujeto al que se va a administrar el agente terapéutico de la presente invencion, incluye seres humanos y mamife-
ros distintos de los humanos, y ejemplos de mamiferos que no sean humanos incluyen animales de laboratorio, tales
como roedores, como raton, rata, hamster, conejillo de indias y similares, conejo y similares, animales domésticos
tales como cerdo, vaca, cabra, caballo, oveja y similares, animales de companiia tales como perro, gato y similares, y
primates tales como mono, orangutan, chimpancé y similares.

El agente terapéutico de la presente invencion se puede administrar por via oral o parenteral a los pacientes. La
forma de administracion es, por ejemplo, administracion oral, administracion tépica en el ojo (administracion por
instilacion, administracion intravitrea, administracion subconjuntival, administracion subtenoniana, etc.), administra-
cion intravenosa, administracion transdérmica y similares, y, en caso necesario, se utiliza una forma de dosificacion
adecuada para la administracién junto con un aditivo farmacéuticamente aceptable. Ejemplos de la forma de dosifi-
cacion adecuada para la administracion oral incluyen comprimidos, capsulas, granulos, polvos y similares, y ejem-
plos de la forma de dosificacion adecuada para la administracion parenteral incluyen gotas para los ojos, pomada
para los ojos, inyeccion, preparacion adhesiva, locion, crema y similares. Se pueden preparar por técnicas conven-
cionales utilizadas ampliamente en la técnica. La via de administracion y la forma de dosificacion del agente terapéu-
tico de la presente invencion no estan particularmente limitadas siempre y cuando se pueda proporcionar el efecto
del tratamiento mencionado anteriormente. La via de administracion preferible es la administracion topica en el ojo, y
la forma de dosificacion de la misma es la inyeccion o gotas para los ojos.

Ademas, el agente terapéutico de la presente invencion también se puede formular ademas de en forma de esas
preparaciones, como una preparacion para la implantacion intraocular, preparacion DDS (sistema de administracion
de farmacos) tal como una microesfera y similares.

Por ejemplo, cuando el agente terapéutico de la presente invencién se usa como una inyeccidon o gotas para los
ojos, agentes estabilizantes (por ejemplo, bisulfito de sodio, tiosulfato de sodio, edetato de sodio, citrato de sodio,
acido ascorbico, dibutilhidroxitolueno y similares), agentes solubilizantes (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, macro-
gol, aceite de ricino hidrogenado y polioxietilenado, y similares), agentes de suspension (por ejemplo, polivinilpirroli-
dona, hidroxipropilmetilcelulosa, hidroximetilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio y similares), agentes emulsio-
nantes (por ejemplo, polivinilpirrolidona, lecitina de soja, lecitina de yema de huevo, aceite de ricino hidrogenado y
polioxietilenado, polisorbato 80 y similares), tampones (por ejemplo, tampdn fosfato, tampon acetato, tampén borato,
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tampon carbonato, tampon citrato, tampén Tris, acido glutamico, acido épsilon-aminocaproico y similares), agentes
espesantes (por ejemplo, derivados de celulosa hidrosolubles, tales como metilcelulosa, hidroxietilcelulosa, hidroxi-
propilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa y similares, sulfato de condroitina sddica, hialuronato de sodio, polimero de
carboxivinilo, poli(alcohol vinilico), polivinilpirrolidona, macrogol y similares), agentes conservantes (por ejemplo,
cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio, gluconato de clorhexidina, clorobutanol, alcohol bencilico, deshidroa-
cetato de sodio, paraoxibenzoatos, edetato de sodio, acido badrico y similares), agentes de isotonicidad (por ejemplo,
cloruro de sodio, cloruro de potasio, glicerol, manitol, sorbitol, acido bérico, glucosa, propilenglicol y similares), ajus-
tadores de pH (por ejemplo, acido clorhidrico, hidroxido de sodio, acido fosférico, acido acético y similares), agentes
refrescantes (por ejemplo, 1-mentol, d-alcanfor, d-borneol, aceite de menta y similares), bases de unglentos (vaseli-
na blanca, lanolina purificada, parafina liquida, aceite vegetal (aceite de oliva, aceite de camelia, aceite de cacahue-
tes y similares) y similares, se pueden utilizar como aditivos. Aunque la cantidad de estos aditivos que se van a afa-
dir varia dependiendo de la clase, el uso y similares de los aditivos que se van a afiadir, se pueden afadir en con-
centraciones capaces de conseguir el objeto del aditivo.

El agente terapéutico de la presente invencion también se puede formular usando un acido nucleico tal como ARNip
y similares, por un método de lipofeccion. Para el método de lipofeccion, se utiliza generalmente un liposoma prepa-
rado a base de fosfatidilserina. Ya que la fosfatidilserina tiene carga negativa, un lipido catiénico de N-[1-(2,3-
dioleiloxi)propil]-N,N,N-trimetilamonio (DOTMA) (nombre comercial: TRANSFECTAM, Lipofectamina) que proporcio-
na facilmente liposomas mas estables, se utiliza preferiblemente como un sustituto de la fosfatidilserina. Mediante la
formacién de un complejo de tal lipido catiénico y acido nucleico que tiene una carga negativa, tal como ARNip y
similares, un liposoma cargado positivamente en su conjunto se adsorbe a la superficie de células cargadas negati-
vamente y se fusiona con la membrana celular, con lo que el acido nucleico se puede introducir en las células.

Ejemplos

La presente invencion se explica mas detalladamente a continuacién haciendo referencia a los Ejemplos, que no
deben interpretarse como limitativos.

Ejemplo de Formulacion 1: Inyeccién para administracion intravitrea

Una inyeccion para la administracion intravitrea que se muestra a continuacion, se prepara de acuerdo con un méto-
do convencional.

ARNip para HIF-1a:

codificante-GGA ACC UGA UGC UUU AAC UTT (SEQ ID NO: 5) 1 mg
antisentido-AGU UAA AGC AUC AGG UUC CTT (SEQ ID NO: 11) 1 mg

ARNip para HIF-2a:

codificante-CGG AGG UGU UCU AUG AGC UTT (SEQ ID NO: 9) 1 mg
antisentido-AGC UCA UAG AAC ACC UCC GTC (SEQ ID NO: 15) 1 mg

dihidrégeno fosfato de sodio 0,19
cloruro de sodio 099
hidréxido de sodio e.q.
agua purificada estéril e.q.
cantidad total 100 mi

(PH 7)

Ejemplo de Formulacion 2: Inyeccién para administracion intravitrea

Una inyeccion para la administracion intravitrea que se muestra a continuacion, se prepara de acuerdo con un méto-
do convencional.

ARNip para HIF-1a:

codificante-GGG UAA AGA ACA AAA CAC ATT (SEQ ID NO: 6) 0,1 mg
antisentido-UGU GUU UUG UUC UUU ACC CTT (SEQ ID NO: 12) 0,1 mg
ARNip para HIF-2a:

codificante-GGU UUU GUU GCU AGC CCU UTT (SEQ ID NO: 10) 0,1 mg
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antisentido-AAG GGC UAG CAA CAA AAC CTT (SEQ ID NO: 16) 0,1 mg

dihidrégeno fosfato de sodio 0,19
glicerol 259
hidréxido de sodio e.q.
agua purificada estéril e.q.
cantidad total 100 mi
(PH7)

Ejemplo de Formulacién 3: Inyeccion para administracion subtenoniana

Una inyeccion para la administracion subtenoniana que se muestra a continuacion, se prepara de acuerdo con un
método convencional.

ARNip para HIF-1a:

codificante-GGC AGC AGA AAC CUA CUG CTT (SEQ ID NO: 7) 5 mg
antisentido-GCA GUA GGU UUC UGC UGC CTT (SEQ ID NO: 13) 5 mg
ARNip para HIF-2a:

codificante-GGA CAU AGU AUC UUU GAC UTT (SEQ ID NO: 33) 5 mg
antisentido-AGU CAA AGA UAC UAU GUC CTG (SEQ ID NO: 34) 5 mg

dihidrégeno fosfato de sodio 0,19
cloruro de sodio 09g
hidréxido de sodio e.q.
agua purificada estéril e.q.
cantidad total 100 mi
(PH7)

Ejemplo experimental 1: Efecto de ARNip para HIF sobre la induccion de la expresién de VEGF en células del epite-
lio pigmentario retinal (EPR)

1. Método
1) Transfeccion de ARNip para HIF a las células del EPR

Células EPR (ATCC, nombre de la célula: ARPE-19, n® de catalogo: CRL-2302) se sembraron en una placa de 6
pocillos, se cultivaron hasta tener una densidad celular del 30-50%, y se cambiaron a un medio con poco suero (me-
dio DMEM/F12 que contenia 0,1% de FBS, Invitrogen). Cada uno de los siguientes ARNip para HIF era un producto
de Ambion (el subrayado muestra el extremo protuberante que consiste en la forma desoxi).

ARNip para HIF-1a:

codificante-GGA ACC UGA UGC UUU AAC UTT (SEQ ID NO: 5),
antisentido-AGU UAA AGC AUC AGG UUC CTT (SEQ ID NO: 11),
ARNip para HIF-2a:

codificante-CGG AGG UGU UCU AUG AGC UTT (SEQ ID NO: 9), y
antisentido-AGC UCA UAG AAC ACC UCC GTC (SEQ ID NO: 15)

Un complejo de un reactivo de transfeccion (RNAi MAX, Invitrogen) se formé agitando varios ARNips y reactivos de
transfeccion en Opti-MEM (Invitrogen), seguido de una incubacion durante 25 min. Posteriormente, las células del
EPR se cultivaron en un medio controlado hasta tener una concentracién final de cada ARNip de 5 nM durante 24
horas para transfectar el ARNip. La agrupacion se realizd del modo siguiente.
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(a) grupo de normoxia

(b) grupo de hipoxia

(c) grupo de hipoxia + grupo de farmacos (ARNip para HIF-1a 5 nM)

(d) grupo de hipoxia + grupo de farmacos (ARNip para HIF-2a 5 nM)

(e) grupo de hipoxia + grupo de farmacos (ARNip para HIF-1a 5 nM + ARNip para HIF-2a 5 nM)
2) Cultivo de células del EPR en el sistema de hipoxia

El ARNip para HIF se transfect6 a células del EPR, y se sometieron a un cultivo hipdxico durante 1 dia utilizando
AnaeroPack for Cell (MITSUBISHI GAS CHEMICAL COMPANY, INC.) Las células cultivadas con una concentracion
normal de oxigeno se utilizaron como grupo de normoxia.

3) Extraccién de ARN y PCR en tiempo real

El ARN total se extrajo con una solucion de TRIzol (Invitrogen, n° de catalogo: 15596-026, 1 ml) a partir de las célu-
las del EPR sembradas en la placa de 6 pocillos. El método de extraccion siguié el protocolo del folleto explicativo
adjunto a la solucién de TRIzol. A continuacién, usando ADN libre (Ambion), se elimind el ADN genémico contenido
en el ARN total después de la extraccion, y se realizd una reaccion de transcripcion inversa usando SuperScript Il
(Invitrogen) y un cebador aleatorio (Ambion). Después, la solucion de ADNc obtenida se sometié a una reaccion de
PCR en tiempo real usando la mezcla TagMan Universal PCR master (Applied Biosystems). Como cebador se utilizd
un cebador para PCR en tiempo real TagMan fabricado por Applied Biosystems (HIF-1a: Hs00153153_m1, HIF-2a:
Hs01026142_m1, VEGF: Hs00173626_m1).

2. Resultados y discusion

Se examind si la adicién de cada uno de los ARNip para HIF-1a, ARNip para HIF-2a y ARNip mixto de las dos iso-
formas inhibia la hiperexpresién de VEGF debido a un tratamiento hipdxico, utilizando las células del EPR.

La Fig. 1 muestra el nivel de expresion de HIF-1a. Con la adicion de ARNip para HIF-1a solo o ARNip mixto que
consiste en las dos isoformas, se observé una inhibicion de la expresion de HIF-1a. Por otro lado, la Fig. 2 muestra
el nivel de expresién de HIF-2a, en donde la adicién de ARNip para HIF-2a solo, o ARNip mixto que consiste en las
dos isoformas, mostré una inhibicion de la expresion de HIF-2a. En las mismas condiciones, se confirmé la inhibiciéon
de la expresiéon de VEGF, tal y como se muestra en la Fig. 3. Aunque la adicién de ARNip para HIF-1a de forma
Unica mostraba una inhibicién de la expresion de VEGF, el efecto supresor de la misma era insuficiente y era del
35%. Por otro lado, con el ARNip para HIF-2a solo, no se observé en absoluto un efecto supresor. Sin embargo, un
grupo suplementado con ambas isoformas tanto HIF-1a como 2a, mostré un efecto supresor de la expresion de
VEGF notable, que ni siquiera se esperaba con una unica adicién, y la tasa de inhibicion fue del 89%. Basandose de
los resultados mencionados anteriormente, cuando se va a inhibir la angiogénesis en la retina mediante la inhibicion
de HIF, es deseable inhibir ambas isoformas, a diferencia de otras células.

Ejemplo Experimental 2: Efecto de ARNip para HIF sobre la induccién de la expresion de VEGF en células del epite-
lio pigmentario retinal (EPR)

1. Método
1) Transfeccion de ARNip para HIF a las células del EPR

Células del EPR (ATCC, nombre de la célula: ARPE-19, n° de catalogo: CRL-2302) se sembraron en una placa de
96 pocillos, y se cultivaron hasta tener una densidad celular del 30-50% para la transfeccion de ARNip. A continua-
cion, el ARNip y un reactivo de transfeccion (RNAi MAX, Invitrogen) se agitaron en Opti-MEM (Invitrogen), y se incu-
baron durante 20 min para proporcionar un complejo de ARNip-RNAi MAX.

Los ARNip para HIF eran los siguientes productos de Ambion (se subraya el extremo protuberante que consiste en
la forma desoxi).

ARNip para HIF-1a:

codificante-CCU CAG UGU GGG UAU AAG ATT (SEQ ID NO: 29),
antisentido-UCU UAU ACC CAC ACU GAG GTT (SEQ ID NO: 30),
ARNip para HIF-2a:

codificante-GGA CAU AGU AUC UUU GAC UTT (SEQ ID NO: 33), y
antisentido-AGU CAA AGA UAC UAU GUC CTG (SEQ ID NO: 34).
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El medio se cambié a un medio exento de suero (medio DMEM o medio DMEM/F12, Invitrogen), se afiadié cada uno
de los ARNip a las células del EPR hasta tener una concentracion final de 10 nM, y se realiz6 la transfeccion. La
agrupacion se realizé del modo siguiente.

(a) grupo de normoxia

(b) grupo de hipoxia

(c) grupo de hipoxia + grupo de farmacos (ARNip para HIF-1a 5 nM)

(d) grupo de hipoxia + grupo de farmacos (ARNip para HIF-2a 5 nM)

(e) grupo de hipoxia + grupo de farmacos (ARNip para HIF-1a 5 nM + ARNip para HIF-2a 5 nM)
2) Cultivo de células del EPR en el sistema de hipoxia

El ARNip para HIF se transfecté en células del EPR, y se sometié a un cultivo hipéxico durante 1 dia utilizando
AnaeroPack for Cell (MITSUBISHI GAS CHEMICAL COMPANY, INC.) para inducir la expresion de VEGF. Las célu-
las cultivadas con una concentracion normal de oxigeno se utilizaron como grupo de normoxia.

3) Extraccion de ARN y PCR en tiempo real

Después de completar el cultivo de hipoxia, el ARN total se extrajo con 50 pL de solucién de lisis (kit TagMan Gene
Expression Cell-to-CT, Applied Biosystems, n° de catalogo: AM1728) a partir de las células del EPR. El método de
extraccion siguié el protocolo del folleto explicativo adjunto a la solucion de TRIzol. A continuacion, se realizé una
reaccion de transcripcion inversa utilizando 1x tampon RT y 1x mezcla enzimatica RT (contenidos en el kit mencio-
nado anteriormente) y la solucion de ADNc obtenida se sometié a una reaccion de PCR en tiempo real utilizando la
mezcla TagMan Gene Expression Master (contenida en el kit mencionado anteriormente). Como cebador se utilizd
un cebador para PCR en tiempo real TagMan fabricado por Applied Biosystems (HIF-1a: Hs00153153_m1, HIF-2a:
Hs01026142_m1, VEGF: Hs00173626_m1).

2. Resultados y discusion

Se examind si la adicion de cada uno de ARNip para HIF-1a, ARNip para HIF-2a y ARNip mixto de las dos isoformas
inhibia la hiperexpresion de VEGF debido a un tratamiento hipoxico, utilizando las células del EPR. La Fig. 4 mues-
tra el nivel de expresién de HIF-1a. Con la adicién de ARNip para HIF-1a solo o ARNip mixto que consiste en las dos
isoformas, se observé una fuerte inhibicion de la expresion de HIF-1a. Por otro lado, la Fig. 5 muestra el nivel de
expresion de HIF-2a, en donde la adicién de ARNip para HIF-2a solo, o ARNip mixto que consiste en las dos isofor-
mas, revelaba una inhibicién de la expresion de HIF-2a. En las mismas condiciones, se confirmd la inhibicién de la
expresion de VEGF tal y como se muestra en la Fig. 6. Un grupo suplementado con ARNip para HIF-1a o ARNip
para HIF-2a por si solo no mostré un efecto inhibidor de la expresion de VEGF. Por el contrario, un grupo suplemen-
tado con ARNip mixto que consistia en las dos isoformas, mostré un marcado efecto inhibidor de la expresion de
VEGF.

Ejemplo Experimental 3: Efecto de ARNip para HIF sobre la induccién de la expresion de VEGF en células del epite-
lio pigmentario retinal (EPR)

1. Método
1) Transfeccion de ARNip para HIF a las células del EPR

El método experimental siguié el Ejemplo Experimental 2 y se realizd un experimento utilizando el siguiente ARNip
de Ambion (se subrayan los extremos protuberantes que consisten en la forma desoxi).

ARNip para HIF-1a:

codificante-gca cga cuu gau uuu cuc cTT (SEQ ID NO: 8),

antisentido-gga gaa aau caa guc gug cTT (SEQ ID NO: 14),

ARNip para HIF-2a:

codificante-ggu uuu guu g cu agc ccu uTT (SEQ ID NO: 10), y

antisentido-aag ggc uag caa caa caa cTC (SEQ ID NO: 16)

2. Resultados y discusion:

Como se muestra en la Fig. 7, un grupo suplementado con ARNip para HIF-1a o ARNip para HIF-2a por si mismo no

mostraba un efecto inhibidor de la expresién de VEGF. Por el contrario, un grupo suplementado con ARNip mixto
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que consistia en las dos isoformas mostré claramente un fuerte efecto inhibidor de VEGF.
Aplicabilidad industrial

El agente terapéutico para una enfermedad de la retina de la presente invencion puede inhibir de manera efectiva la
produccion de VEGF en las células de la retina, y se espera conseguir una eficacia superior de la dosis en el trata-
miento de enfermedades de la retina asociadas con la angiogénesis, tales como la degeneracién macular relaciona-
da con la edad, la retinopatia diabética y similares, en comparacién con los medicamentos de acidos nucleicos con-
vencionales.

Esta solicitud se basa en un documento de solicitud de patente n°® 2007-204585 presentada en Japoén (fecha de
presentacion: 6 de agosto de 2007).

Observaciones a la Lista de Secuencias

SEQ ID NO: 5: cadena codificante de ARNip para HIF-1a humano
SEQ ID NO: 6: cadena codificante de ARNip para HIF-1a humano
SEQ ID NO: 7: cadena codificante de ARNip para HIF-1a humano
SEQ ID NO: 8: cadena codificante de ARNip para HIF-1a humano
SEQ ID NO: 9: cadena codificante de ARNip para HIF-2a humano
SEQ ID NO: 10: cadena codificante de ARNip para HIF-2a humano
SEQ ID NO: 11: cadena no codificante de ARNip para HIF-1a humano
SEQ ID NO: 12: cadena no codificante de ARNip para HIF-1a humano
SEQ ID NO: 13: cadena no codificante de ARNip para HIF-1a humano
SEQ ID NO: 14: cadena no codificante de ARNip para HIF-1a humano
SEQ ID NO: 15: cadena no codificante de ARNip para HIF-2a humano
SEQ ID NO: 16: cadena no codificante de ARNip para HIF-2a humano
SEQ ID NO: 17: cadena codificante de ARNip para HIF-1a humano
SEQ ID NO: 18: cadena codificante de ARNip para HIF-1a humano
SEQ ID NO: 19: cadena codificante de ARNip para HIF-1a humano
SEQ ID NO: 20: cadena codificante de ARNip para HIF-1a humano
SEQ ID NO: 21: cadena codificante de ARNip para HIF-2a humano
SEQ ID NO: 22: cadena codificante de ARNip para HIF-2a humano
SEQ ID NO: 23: cadena no codificante de ARNip para HIF-1a humano
SEQ ID NO: 24: cadena no codificante de ARNip para HIF-1a humano
SEQ ID NO: 25: cadena no codificante de ARNip para HIF-1a humano
SEQ ID NO: 26: cadena no codificante de ARNip para HIF-1a humano
SEQ ID NO: 27: cadena no codificante de ARNip para HIF-2a humano
SEQ ID NO: 28: cadena no codificante de ARNip para HIF-2a humano
SEQ ID NO: 29: cadena codificante de ARNip para HIF-1a humano
SEQ ID NO: 30: cadena no codificante de ARNip para HIF-1a humano
SEQ ID NO: 31: cadena codificante de ARNip para HIF-1a humano
SEQ ID NO: 32: cadena no codificante de ARNip para HIF-1a humano
SEQ ID NO: 33: cadena codificante de ARNip para HIF-2a humano
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SEQ ID NO: 34: cadena no codificante de ARNip para HIF-2a humano
SEQ ID NO: 35: cadena codificante de ARNip para HIF-2a humano
SEQ ID NO: 36: cadena no codificante de ARNip para HIF-2a humano

Listado de secuencias

<110> Senju Pharmaceutical Co., Ltd.
<120> Un medicamento que comprende sustancias para suprimir la expresion de HIF-1 alfa y HIF-2 alfa
<130> 091269

<150> JP-2007-204585
<151>2007-08-06

<160> 36

<170> PatentIn version 3.3
<210> 1

<211> 3958

<212> DNA

<213> Homo sapiens
<220>

<221> CDS

<222> (285)..(2765)

<400> 1
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Leu

gca
Ala

ctg
Leu
485

cct
Pro

agt
Ser

ttg
Leu

cca
Pro

tat
Tyr
565

gtg
vVal

gaa
Glu

cta
Leu

ctt
Leu
390

gac
Asp

gac
Asp

tca
Ser

cce
Pro

cte
Leu
470

gaa
Glu

tcce
Ser

gaa
Glu

gaa
Glu

ttt
Phe
550

atc
Ile

agt
Ser

tgt
Cys

ttc
Phe
375

aag
Lys

aca
Thr

cag
Gln

cee
Pro

acc
Thr
455

aat
Asn

ctt
Leu

gat
Asp

tat
Tyr

ttg
Leu
535

tct

Ser

cca
Pro

ggt
Gly

gtc
Val
360

acc
Thr

aag
Lys

atc
Ile

caa
Gln

aac
Asn
440

gct
Ala

caa
Gln

tct
Ser

gga
Gly

tgt
Cys
520

gta
Val

act
Thr

atg
Met

att
Ile
345

ctt
Leu

aaa
Lys

gaa
Glu

ata
Ile

ctt
Leu
425

gaa
Glu

gaa
Glu

gaa
Glu

ttt
Phe

agce
Ser
505

ttt
Phe

gaa
Glu

cag
Gln

gat
Asp

att
Ile

aaa
Lys

gtt
Val

cct
Pro

tct
Ser
410

gag
Glu

aaa
Lys

acg
Thr

gtt
Val

acce
Thr
490

act
Thr

tat
Tyr

aaa
Lys

gac
Asp

gat
Asp
570

cag
Gln

ceyg
Pro

gaa
Glu

gat
Asp
395

tta
Leu

gaa
Glu

tta
Leu

cca
Pro

gca
Ala
475

atg
Met

aga
Arg

gtg
Val

ctt
Leu

aca
Thr
555

gac
Asp

cac
His

gtt
vVal

tca
Ser
380

gct
Ala

gat
Asp

gta
Val

cag
Gln

aag
Lys
460

tta
Leu

cce
Pro

caa
Gln

gat
Asp

ttt
Phe
540

gat
Asp

ttc
Phe

ES 2462416 T3

gac
Asp

gaa
Glu
365

gaa
Glu

tta
Leu

ttt
Phe

cca
Pro

aat
Asn
445

cca
Pro

aaa
Lys

cag
Gln

agt
Ser

agt
Ser
525

gct
Ala

tta
Leu

cag
Gln

ttg
Leu
350

tct
Ser

gat
Asp

act
Thr

ggc
Gly

tta
Leu
430

ata
Ile

ctt
Leu

tta
Leu

att
Ile

tca
Ser
510

gat
Asp

gaa
Glu

gac
Asp

tta
Leu

att
Ile

tca
Ser

aca
Thr

ttg
Leu

agc
Ser
415

tat
Tyr

aat
Asn

cga
Arg

gaa
Glu

cag
Gln
495

cct
Pro

atg
Met

gac
Asp

ttg
Leu

cgt
Arg
575

ttc
Phe

gat
Asp

agt
Ser

ctg
Leu
400

aac
Asn

aat
Asn

ttg
Leu

agt
Ser

cca
Pro
480

gat
Asp

gag
Glu

gtc
val

aca
Thr

gag
Glu
560

tcc
Ser

18

tce
Ser

atg
Met

agc
Ser
385

gce
Ala

gac
Asp

gat
Asp

gca
Ala

agt
Ser
465

aat
Asn

cag
Gln

cct
Pro

aat
Asn

gaa
Glu
545

atg
Met

ttc
Phe

ctt
Leu

aaa
Lys
370

ctc
Leu

cca
Pro

aca
Thr

gta
Val

atg
Met
450

gct
Ala

cca
Pro

aca
Thr

aat
Asn

gaa
Glu
530

gca

Ala

tta
Leu

gat
Asp

caa
Gln
355

atg
Met

ttt
Phe

gcc
Ala

gaa
Glu

atg
Met
435

tct

Ser

gac
Asp

gag
Glu

cct
Pro

agt
Ser

515.

ttc
Phe

aag
Lys

gct
Ala

cag
Gln

caa
Gln

act
Thr

gac
Asp

gct
Ala

act
Thr
420

ctc
Leu

cca
Pro

cct
Pro

tca
Ser

agt
Ser
500

ccc
Pro

aag
Lys

aac
Asn

cce
Pro

ttg
Leu
580

1352

1400

1448

1496

1544

1592

1640

1688

1736

1784

1832

1880

1928

1976

2024



tca
Ser

agce
Ser

aat
Asn

aaa
Lys

acc
Thr
645

gat
Asp

ata
Ile

gtc
Val

aag
Lys

gat
Asp
725

cca
Pro

gga
Gly

tta
Leu

gaa
Glu

cct
Pro
805

gct

cca
Pro

aca
Thr

gce
Ala

gac
Asp
630

cac
His

act
Thr

gaa
Glu

gct
Ala

ata
Ile
710

ggt
Gly

gac
Asp

tgc
Cys

ata
Ile

agt
Ser
790

‘ata

Ile

ttg

tta
Leu

gtt
val

acc
Thr
615

cgt
Arg

ata
Ile

caa

‘Gln

cag
Gln

ttg
Leu
695

cta
Leu

tca
Ser

gat
Asp

aaa
Lys

ccce
Pro
775

gga
Gly

caa
Gln

gat

gaa
Glu

aca
Thr
600

act
Thr

atg
Met

cat
His

agt
Ser

aca
Thr
680

agt

Ser

gct
Ala

ctt
Leu

cat
His

tct
Ser
760

tect
Ser

tta
Leu

ggc
Gly

caa

agc
Ser
585

gta
Val

acc
Thr

gaa
Glu

aaa
Lys

cgg9
Arg
6565

gaa

Glu

caa
Gln

ttg
Leu

ttt
Phe

gca
Ala
745

agt
Ser

gat
Asp

cca
Pro

agce
Ser

gtt

agt
Ser

tte
Phe

act
Thr

gac
Asp

gaa
Glu
650

aca
Thr

aaa
Lys

aga
Arg

cag
Gln

caa
Gln
730

gct
Ala

gaa
Glu

tta
Leu

cag
Gln

aga
Arg
810

aac

tce
Ser

cag
Gln

gce
Ala

att
Ile
635

act
Thr

gcc
Ala

tct
Ser

act
Thr

aat
Asn
715

gca

Ala

act
Thr

cag
Gln

gca
Ala

ctg
Leu
795

aac
Asn

tga

gca
Ala

cag
Gln

acc’

Thr
620

aaa
Lys

act
Thr

tca
Ser

cat
His

aca
Thr
700

gct
Ala

gta
val

aca
Thr

aat
Asn

tgt
Cys
780

acc
Thr

cta
Leu

agc
Ser

act
Thr
605

act
Thr

ata
Ile

agt
Ser

cca
Pro

cca
Pro
685

gtt
val

cag
Gln

gga
Gly

tca
Ser

gga
Gly
765

aga

Arg

agt
Ser

ctg
Leu

ES 2462416 T3

cct
Pro
590

caa
Gln

gat
Asp

ttg
Leu

gce
Ala

aac
Asn
670

aga
Arg

cct
Pro

aga
Arg

att
Ile

ctt
Leu
750

atg
Met

ctyg
Leu

tat
Tyr

cag
Gln

gaa
Glu

ata
Ile

gaa
Glu

att
Ile

aca
Thr
655

aga
Arg

agc
Ser

gag
Glu

aag
Lys

gga
Gly
735

tct
Ser

gag
Glu

ctg
Leu

gat
Asp

gat
Gly
815

agc
Ser

caa
Gln

tta
Leu

gca
Ala
640

tca
Ser

gca
Ala

cct
Pro

gaa
Glu

cga
Arg
720

aca
Thr

tgg
Trp

caa
Gln

999
Gly

tgt
Cys
800

gaa
Glu

gca
Ala

gaa
Glu

aaa
Lys
625

tct
Ser

tca
Ser

gga
Gly

aac
Asn

gaa
Glu
705

aaa
Lys

tta
Leu

aaa
Lys

aag
Lys

caa
Gln
785

gaa
Glu

gaa
Glu

agt
Ser

cct
Pro
610

aca
Thr

cca
Pro

cca
Pro

aaa
Lys

gtg
Val
690

cta
Leu

atg
Met

tta
Leu

cgt
Arg

aca
Thr
770

tca
Ser

gtt
Val

tta
Leu

cct
Pro
595

act
Thr

gtg
Val

tct
Ser

tat
Tyr

gga
Gly
675

tta
Leu

aat
Asn

gaa
Glu

cag
Gln

gta
val
755

att
Ile

atg
Met

aat
Asn

ctc
Leu

caa
Gln

gct
Ala

aca
Thr

cct
Pro

aga
Arg
660

gtc
Val

tect
Ser

cca
Pro

cat
His

cag
Gln
740

aaa
Lys

att
Ile

gat
Asp

gct
Ala

aga
Arg
820

gctttttett aatttcattc ctttttttgg

19

2072

2120

2168

2216

2264

2312

2360

2408

2456

2504

2552

2600

2648

2696

2744

2795



10

Ala Leu Asp Gln Val Asn

acactggtgg
cctggctaca
ttacattaat
tcagtttttt
tttatttatt
gccaatataa
atttttacac
gtagccacaa
ttctgegttt
acctggaaca
atttaaatgg
gtggcattta
ctttgccage
tgtaactgat
agactgtaaa
ttgctcaaaa
tgtagatttc
agtaaatatc
tggttggatc
caggaaaaaa
<210>2

<211> 826
<212> PRT

825
ctcactacct
atactgcaca
gctctttttt
ggtatttaaa
tatttttggce
tttttgtaag
cttttttttce
ttgcacaata
ataaaactag
tgacattgtt
gtaaagccat
tttggataaa
tcaaaagaaa
attaaaccta
caagaaaaaa
tacaatgttt
aataattgag
ttgttttttce
taacactaac

aaaaaaaaaa

<213> Homo sapiens

<400> 2

aaagcagtct
aacttggtta
agtatgttct
ccattgcatt
tagggagttt
aaggcagtaa
acatttﬁaca
tattttctta
tttttaagaa
aatcatataa
ttacataata
attctcaatt
acaataccct
aatgttctgce
aaaatcatgc
gattttatge
taattttaga
tatgtacatt
tgtattgttt

aaa

ES 2462416 T3

atttatattt
gttcaatttt
ttaatgctgg
gcagtagcat
atccecttttt
cctttcecatca
taaataataa
aaaaatacca
gaaatttttt
taatgattct
tagaaagata
cagagaaatc
atgtagttgt
ctaccctgtt
attcttagca
actttgtcge
agcattattt
gtacaaattt

tgttacatca

tctacatcta
tgatccceccectt
atcacagaca
cattttaaaa
cgaattattt
tgatcatagg
tgctttgeca
gcagttactc
ttggcctatg
taaatgctgt
tgcatatatc
atctgatgtt
ggaagtttat
ggtataaaga
aaattgccta
tattaacatc
taggaatata
ttcattcctt

aataaacatc

attttagaag
tctacttaat
gctcatttte
aatgcacctt
ttaagaagat
cagttgaaaa
gcagtacgtg
atggaatata
aaattgttaa
atggtttatt
tagaaggtat
tctatagtca
gctaatattg
tattttgagc
gtatgttaat
ctttttttca
tagttgtcac
ttgctctttg

ttctgtggac

Met Glu Gly Ala Gly Gly Ala Asn Asp Lys Lys Lys Ile Ser Ser Glu

1

5

10

15

Arg Arg Lys Glu Lys Ser Arg Asp Ala Ala Arg Ser Arg Arg Ser Lys

20

25

30

Glu Ser Glu Val Phe Tyr Glu Leu Ala His Gln Leu Pro Leu Pro His

35

40

45

20

2855

2915

2975

3035

3095

3155

3215

3275

3335

3395

3455

3515

3575

3635

3695

3755

3815

3875

3935

3958



Asn
Ser
65

Glu
Asp
Ser
Gly
Arg
145
Gln

Ser

His

. Gln

Glu

225

Thr

Glu

Arg

Val

50

Tyr

Asp

Gly

Asp

His

130

Glu

Asn

Arg

Cys

Cys

210

Pro

Phe

Arg

Ser

Ser
Leu
Asp
Phe
Asn
115
Ser
Met
Thr
Gly
Thr
195
Gly
Ile
Leu

Ile

Ile
275

Ser

Arg

Met

Val

100

Val

Val

Leu

Gln

Arg

180

Gly

Tyr

Pro

Ser

Thr

260

Tyr

His

Val

Lys

85

Met

Asn

Phe

Thr

Arg

165

Thr

His

Lys

His

Arg

245

Glu

Glu

Leu

Arg

70

Ala

Val

Lys

Asp

His

150

Ser

Met

Ile

Lys

Pro

230

His

Leu

Tyr

Asp
Lys
Gln
Leu
Tyr
Phe
135
Arg
Phe
Asn
His
Pro
215
Ser
Ser

Met

Tyr

Lys

Leu

Met

Thr

Met

120

Thr

Asn

Phe

Ile

Val

200

Pro

Asn

Leu

Gly

His
280

ES 2462416 T3

Ala

Leu

Asn

Asp

105

Gly

His

Gly

Leu

Lys

185

Tyr

Met

Ile

Asp

Tyr

265

Ala

Ser

Asp

Cys

90

Asp

Leu

Pro

Leu

Arg

170

Ser

Asp

Thr

Glu

Met

250

Glu

Leu

Val

Ala

75

Phe

Gly

Thr

Cys

val

155

Met

Ala

Thr

Cys

Met

60

Gly

Tyr

Asp

Gln

Asp

140

Lys

Lys

Thr

Asn

Leu

220

Ile

235

Lys

Pro

Asp

21

Pro

Phe

Glu

Ser

Arg
Asp
Leu
Met
Phe
125
His
Lys
Cys
Trp
Ser
205
val
Leu
Ser

Glu

Asp
285

Leu Thr

Leu Asp

Lys Ala
95

Ile Tyr
110

Glu Leu

Glu Glu

Gly Lys

Thr Leu
175

Lys Val
190

Asn Gln

Leu Ile

Asp Ser

Tyr Cys
255

Leu Leu
270

His Leu

Ile

Ile

80

Leu

Ile

Thr

Met

Glu

160

Thr

Leu

Pro

Cys

Lys

240

Asp

Gly

Thr



Lys

Tyr

305

Ala

Cys

Ser

Met

Ser

385

Ala

Asp

Asp

Ala

Ser

465

Asn

Gln

Pro

Thr

290

Arg

Thr

Val

Leu

Lys

370

Leu

Pro

Thr

Val

Met

450

Ala

Pro

Thr

Asn

His

Met

Val

Asn

Gln

355

Met

Phe

Ala

Glu

Met

435

Ser

Asp

Glu

Pro

Ser
515

His

Leu

Ile

Tyr

340

Gln

Thr

Asp

Ala

Thr

420

Leu

Pro

Pro

Ser

Ser

500

Pro

Asp

Ala

Tyr

325

Val

Thr

Gln

Lys

Gly

405

Asp

Pro

Leu

Ala

Leu

485

Pro

Ser

Met

Lys

310

Asn

Val

Glu

Leu

Leu

390

Asp

Asp

Ser

Pro

Leu

470

Glu

Ser

Glu

Phe

295

Arg

Thr

Ser

Cys

Phe

375

Lys

Thr

Gln

Pro

Thr

455

Asn

Leu

Asp

Tyr

Thr

Gly

Lys

Gly

vVal

360

Thr

Lys

Ile

Gln

Asn

440

Ala

Gln

Ser

Gly

Cys
520

ES 2462416 T3

Lys

Gly

Asn

Ile

345

Leu

Lys

Glu

Ile

Leu

425

Glu

Glu

Glu

Phe

Ser

505

Phe

Gly

Tyr

Ser

330

Ile

Lys

vVal

Pro

Ser

410

Glu

Lys

Thr

vVal

Thr

490

Thr

Tyr

Gln
vVal
315
Gln
Gln
Pro
Glu
Asp
395
Leu
Glu
Leu
Pro
Ala
475
Met

Arg

Val

val

300

Trp

Pro

His

vVal

Ser

380

Ala

Asp

Val

Gln

Lys

460

Leu

Pro

Gln

Asp

22

Thr

Val

Gln

Asp

Glu

365

Glu

Leu

Phe

Pro

Asn

445

Pro

Lys

Gln

Ser

Ser
525

Thr

Glu

Cys

Leu

350

Ser

Asp

Thr

Gly

Leu

430

Ile

Leu

Leu

Ile

Ser

510

Asp

Gly

Thr

Ile

335

Ile

Ser

Thr

Leu

Ser

415

Tyr

Asn

Arg

Glu

Gln

495

Pro

Met

Gln

Gln

320

val

Phe

Asp

Ser

Leu

400

Asn

Asn

Leu

Ser

Pro

480

Asp

Glu

Val



Asn

Glu

545

Met

Phe

Ala

Glu

Lys

625

Ser

Ser

Gly

Asn

Glu

705

Lys

Leu

Lys

Lys

Glu

530

Ala

Leu

Asp

Ser

Pro

610

Thr

Pro

Pro

Lys

Val

690

Leu

Met

Leu

Arg

Thr

Phe

Lys

Ala

Gln

Pro

595

Thr

Val

Ser

Tyr

Gly

675

Leu

Asn

Glu

Gln

Val

755

Ile

Lys

Asn

Pro

Leu

580

Gin

Ala

Thr

Pro

Arg

660

val

Ser

Pro

His

Gln

740

Lys

Ile

Leu

Pro

Tyr

565

Ser

Ser

Asn

Lys

Thr

645

Asp

Ile

Val

Lys

Asp

725

Pro

Gly

Leu

Glu

Phe

550

Ile

Pro

Thr

Ala

Asp

630

His

Thr

Glu

Ala

Ile

710

Gly

AsSp

Cys

Ile

Leu

535

Ser

Pro

Leu

Val

Thr

615

Arg

Ile

Gln

Gln

Leu

695

Leu

Ser

Asp

Lys

Pro

Val

Thr

Met

Glu

Thr

600

Thr

Met

His

Ser

Thr

680

Ser

Ala

Leu

His

Ser

760

Ser

Glu

Gln

Asp

Ser

585

Val

Thr

Glu

Lys

Arg

665

Glu

Gln

Leu

Phe

Ala

745

Ser

Asp

ES 2462416 T3

Lys

Asp

Asp

570

Ser

Phe

Thr

Asp

Glu

650

Thr

Lys

Arg

Gln

Gln

730

Ala

Glu

Leu

Leu

Thr

555

Asp

Ser

Gln

Ala

Ile

635

Thr

Ala

Ser

Thr

Asn

715

Ala

Thr

Gln

Ala

Phe

540

Asp

Phe

Ala

Gln

Thr

620

Lys

Thr

Ser

His

Thr

700

Ala

Val

Thr

Asn

Cys

23

Ala

Leu

Gln

Ser

Thr

605

Thr

Ile

Ser

Pro

Pro

685

Val

Gln

Gly

Ser

Gly

765

Arg

Glu

Asp

Leu

Pro

590

Gln

Asp

Leu

Ala

Asn

670

Arg

Pro

Arg

Ile

Leu

750

Met

Leu

Asp

Leu

Arg

575

Glu

Ile

Glu

Ile

Thr

655

Arg

Ser

Glu

Lys

Gly

735

Ser

Glu

Leu

Thr

Glu

560

Ser

Ser

Gln

Leu

Ala

640

Ser

Ala

Pro

Glu

Arg

720

Thr

Trp

Gln

Gly
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770 775

Gln Ser Met Asp Glu Ser
785 790

Glu Val Asn Ala Pro Ile

805 810

Glu Leu Leu Arg Ala
820

Leu Asp Gln Val Asn
825

<210> 3

<211> 5186

<212> DNA
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (489)..(3101)

<400> 3

gccacacggg tecggtgccce getgegettce

tccteggeag tgtcctgaga ctgtatggte

tcccagecatt cgageccactt ttttttttet

agggaaaaag gaacttgggt tcccttctcet

cccactcectt ccceccggaccee cgecctecgeg

cccegeecee gecacctagee cgeccgcgege

ggacctgcge gcacctcgga ccttcaccac

cacagccccc cacccgecag ggagcccagg

cagcgaca atg aca gct gac aag gag
Met Thr Ala Asp Lys Glu
1 5

gat gct
Asp Ala

agg aag gag aag tcc cgg
Arg Lys Glu Lys Ser Arg
15 20

gcg cgg
Ala Arg

ttc
Phe

acg
Thr

tat gag ctg gcc cat gag
Tyr Glu Leu Ala His Glu
35 40

gtg
val

gag
Glu

atc
Ile

tcc
Ser

cat ctg gac aag gcc tcc
His Leu Asp Lys Ala Ser
50 55

gtg
Val

agc
Ser

ttc
Phe

tca
Ser

tcec
Ser

ctg cga aca cac aag ctc ctc
Leu Arg Thr His Lys Leu Leu
65 70

795

cgccccageyg
agctcagcecec
ttgaaaactc
ccgtectcett
cgcaggttcec
caccttccac
ccgeceggge

tgctcggegt

tgc
Cys
25

ctg

Leu

atg
Met

gtt
vVal

780

ctcctgagge
ggcctccgac
agaaaagtga
ttcgggtcectg
tcccagtcac
ctgactgcge
cgcggggage

ctgaacgtct

10

cgg
Arg Arg

cct
Pro

ctg
Leu

ctg
Leu

cga
Arg
60

tct
Ser
75

tgc
Cys

24

cgg agc
Ser

ccc
Pro

gca
Ala

gaa
Glu

Gly Leu Pro Gln Leu Thr Ser Tyr Asp Cys

800

Gln Gly Ser Arg Asn Leu Leu Gln Gly Glu

815

ggccgtacaa
tccttecgac
ctecettttece
acagcctcca
ctttctccac
ggggcgeteg
ggacgagggc

caaagggcca

aag aaa agg agt agc tcg gag agg
Lys Lys Arg Ser Ser Ser Glu Arg

aag gag
Lys Glu
30

cac
His
45

agt
Ser

atc
Ile

agc
Ser

aac
Asn

gag
Glu

60

120

180

240

300

360

420

480

530

578

626

674

722
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tce gaa gecc gaa gct gac cag cag atg gac aac ttg tac ctg aaa gcc 770
Ser Glu Ala Glu Ala Asp Gln Gln Met Asp Asn Leu Tyr Leu Lys Ala
80 85 90
ttg gag ggt ttc att gcc gtg gtg acc caa gat ggc gac atg atc ttt 818
Leu Glu Gly Phe Ile Ala Val Val Thr Gln Asp Gly Asp Met Ile Phe
95 100 105 110
ctg tca gaa aac atc agc aag ttc atg gga ctt aca cag gtg gag cta 866
Leu Ser Glu Asn Ile Ser Lys Phe Met Gly Leu Thr Gln Val Glu Leu
115 120 125
aca gga cat agt atc ttt gac ttc act cat ccc tgc gac cat gag gag 914
Thr Gly His Ser Ile Phe Asp Phe Thr His Pro Cys Asp His Glu Glu
130 135 140
att cgt gag aac ctg agt ctc aaa aat ggc tct ggt ttt ggg aaa aaa 962
Ile Arg Glu Asn Leu Ser Leu Lys Asn Gly Ser Gly Phe Gly Lys Lys
145 150 155
agc aaa gac atg tcc aca gag cgg gac ttc ttc atg agg atg aag tgc 1010
Ser Lys Asp Met Ser Thr Glu Arg Asp Phe Phe Met Arg Met Lys Cys
160 165 170
acg gtc acc aac aga ggc cgt act gtc aac ctc aag tca gcc acc tgg 1058
Thr Val Thr Asn Arg Gly Arg Thr Val Asn Leu Lys Ser Ala Thr Trp
175 180 185 190
aag gtc ttg cac tgc acg ggc cag gtg aaa gtc tac aac aac tgc cct 1106
Lys Val Leu His Cys Thr Gly Gln Val Lys Val Tyr Asn Asn Cys Pro
195 200 205
cct cac aat agt ctg tgt ggc tac aag gag ccc ctg ctg tce tge cte 1154
Pro His Asn Ser Leu Cys Gly Tyr Lys Glu Pro Leu Leu Ser Cys Leu '
210 215 220
atc atc atg tgt gaa cca atc cag cac cca tcc cac atg gac atc ccc 1202
Ile Ile Met Cys Glu Pro Ile Gln His Pro Ser His Met Asp Ile Pro
225 230 235
ctg gat agc aag acc ttc ctg agc cgc cac agc atg gac atg aag ttc 1250
Leu Asp Ser Lys Thr Phe Leu Ser Arg His Ser Met Asp Met Lys Phe
240 245 250
acc tac tgt gat gac aga atc aca gaa ctg att ggt tac cac cct gag 1298
Thr Tyr Cys Asp Asp Arg Ile Thr Glu Leu Ile Gly Tyr His Pro Glu
255 260 265 270
gag ctg ctt ggc cgc tca gec tat gaa ttc tac cat gcg cta gac tcce 1346
Glu Leu Leu Gly Arg Ser Ala Tyr Glu Phe Tyr His Ala Leu Asp Ser
275 280 285
gag aac atg acc aag agt cac cag aac ttg tgc acc aag ggt cag gta 1394
Glu Asn Met Thr Lys Ser His Gln Asn Leu Cys Thr Lys Gly Gln Val
290 295 300
gta agt ggc cag tac cgg atg ctc gca aag cat ggg ggc tac gtg tgg 1442
Val Ser Gly Gln Tyr Arg Met Leu Ala Lys His Gly Gly Tyr Val Trp
305 310 315

25



ctg
Leu

cag
Gln
335

gac
Asp

ctg
Leu

tct
Ser

gag
Glu

gat
Asp
415

atc

Ile

acc
Thr

gct
Ala

tgc
Cys

gac
Asp
495

gce
Ala

gag
Glu

age
Ser

acc

gag

Glu
320

tgc
Cys

gtg
val

atg
Met

gag
Glu

ctyg
Leu
400

ttc
Phe

ctg
Leu

cag
Gln

gce
Ala

tce
Ser
480

ctg
Leu

aag
Lys

aca
Thr

ccc
Pro

ccc

acc
Thr

atc
Ile

gtg
Val

gce
Ala

aag
Lys
385

gcc
Ala

g9g
Gly

cece
Pro

agce
Ser

ccg
Pro
465

acg

Thr

aag
Lys

gac
Asp

ctg
Leu

atc
Ile
545

cag

cag
Gln

atg
Met

tte
Phe

atg
Met
370

agt
Ser

cag

Gln

aat
Asn

ccg
Pro

gag
Glu
450

ggc
Gly

cce
Pro

att
Ile

caa
Gln

gca
Ala
530

tgc
Cys

cac

999
Gly

tgt
Cys

tce
Ser
355

aac
Asn

aac
Asn

ctyg
Leu

cag
Gln

agce
Ser
435

gct
Ala

agce
Ser

aat
Asn

gaa
Glu

tge
Cys
515

cce
Pro

cce
Pro

tgce

acg
Thr

gtc
Val
3490

atg
Met

agc
Ser

ttc
Phe

gct
Ala

aac
Asn
420

cag

Gln

999
Gly

acc
Thr

agce
Ser

gtg
Val
500

agt
Ser

tat
Tyr

gag
Glu

ttc

gtc
val
325

aac
Asn

gac
Asp

atc
Ile

cta
Leu

cee
Pro
405

ttc
Phe

cca
Pro

agce
Ser

acc
Thr

cct
Pro
485

att
Ile

acc
Thr

atc
Ile

gag
Glu

agt

atc
Ile

tac
Tyr

cag
Gln

ttt
Phe

ttc
Phe
390

acc
Thr

gag
Glu

tgg
Trp

ctg
Leu

cece
Pro
470

gaa

Glu

gag
Glu

cag
Gln

cecce
Pro

cgg
Arg
550

gce

tac
Tyr

gtc
Val

act
Thr

gat
Asp
375

acc
Thr

cca
Pro

gag
Glu

gce
Ala

cct
Pro
455

agt

Ser

gac
Asp

aag
Lys

acg
Thr

atg
Met
535

cte
Leu

atg

ES 2462416 T3

aac
Asn

ctg
Leu

gaa
Glu
360

agc
Ser

aag
Lys

gga
Gly

tecc
Ser

acg
Thr
440

gce
Ala

gce
Ala

tat
Tyr

cte
Leu

gat
ASp
520

gac
Asp

ttg
Leu

aca

cct
Pro

agt
Ser
345

tce
Ser

agt
Ser

cta
Leu

gac
Asp

tca
Ser
425

gag
Glu

ttc
Phe

acc
Thr

tac
Tyr

tte
Phe
505

ttc
Phe

999
Gly

gcg
Ala

aac

cgc
Arg
330

gag
Glu

ctg
Leu

ggc
Gly

aag
Lys

gce
Ala
410

gce

Ala

ttg
Leu

acc
Thr

agc
Ser

aca
Thr
490
gce
Ala

aat
Asn

gaa
Glu

gag
Glu

atc

26

aac
Asn

att
Ile

ttc
Phe

aag
Lys

gag
Glu
395

atc
Ile

tat
Tyr

agg
Arg

gtg
Val

agc
Ser
475

tct

Ser

atg
Met

gag
Glu

gac
Asp

aac
Asn
555

ttc

ctg
Leu

gag
Glu

aag
Lys

999
Gly
380

gag
Glu

atc
Ile

ggc
Gly

agc
Ser

ccc
Pro
460

age

Ser

ttg
Leu

gac
Asp

ctg
Leu

tte
Phe
540

cca
Pro

cag

cag
Gln

aag
Lys

ccc
Pro
365

gct
Ala

ccc
Pro

tct
Ser

aag
Lys

cac
His
445

cag
Gln

agc
Ser

gat
Asp

aca
Thr

gac
Asp
525

cag
Gln

cag
Gln

cca

ccc
Pro

aat
Asn
350

cac
His

gtg
Val

gag
Glu

ctg
Leu

gcc
Ala
430

agc

Ser

gca
Ala

age
Ser

aac
Asn

gag
Glu
510

ttg
Leu

cta
Leu

tee
Ser

ctg

1490

1538

1586

1634

1682

1730

1778

1826

1874

1922

1970

2018

2066

2114

2162

2210



Thr

gcc
Ala
575

cag
Gln

atc
Ile

cag
Gln

tgg
Trp

999
Gly
655

gtc
Val

ttt
Phe

tcc
Ser

ttc
Phe

ttg
Leu
735

atg
Met

caa
Gln

cca
Pro

ttc
Phe

Pro
560

cct
Pro

ctg
Leu

ttc
Phe

gce
Ala

cce
Pro
640

gat
Asp

tect
Ser

999
Gly

aac
Asn

cag
Gln
720

atg
Met

ccg
Pro

aac
Asn

cag
Gln

ccce
Pro

Gln

gta
Val

gag
Glu

ttt
Phe

agc
Ser
625

cca
Pro

cag
Gln

cca
Pro

gct
Ala

aag
Lys
705

gac
Asp

tgg
Trp

gac
Asp

ccce
Pro

cct
Pro
785

cca
Pro

His

gcc
Ala

age
Ser

gat
Asp
610

acc
Thr

gat
Asp

cgc
Arg

cece
Pro

cga
Arg
690

ctg
Leu

ctg
Leu

aaa
Lys

aag
Lys

atg
Met
770

cca

Pro

cag
Gln

Cys

ccg
Pro

aag
Lys
595

gcc
Ala

cct
Pro

cca
Pro

aca
Thr

cat
His
675

ggc
Gly

aag
Lys

agc
Ser

cgg
Arg

cca
Pro
755

agg
Arg

tct
Ser

tgc
Cys

Phe

cac
His
580

aag
Lys

gga
Gly

cte
Leu

cca
Pro

gag
Glu
660

gte
val

cca
Pro

ctg
Leu

g9g
Gly

atg
Met
740

ctyg

Leu

ggc
Gly

gce
Ala

tac
Tyr

Ser
565

agt
Ser

aca
Thr

agc
Ser

tct
Ser

tta
Leu
645

ttc
Phe

tce
Ser

gac
Asp

aag
Lys

999
Gly
725

aag

Lys

agc
Ser

ctg

Leu

atc
Ile

gcc
Ala

Ala

cece
Pro

gag
Glu

aaa
Lys

tece
Ser
630

cat
His

ttg
Leu

acc

Thr-

gtg
Val

cga
Arg
710

gac
Asp

aac
Asn

gca
Ala

ggc
Gly

agt
Ser
790

acc

Thr

Met

ttc
Phe

ccc
Pro

gca
Ala
615

atg
Met

ttt
Phe

gga
Gly

tte
Phe

ctyg
Leu
695

cag
Gln

cca
Pro

ctc
Leu

aat
Asn

cat
His
775
ccc

Pro

cag
Gln

ES 2462416 T3

Thr

ctc
Leu

gag
Glu
600

tcc
Ser

ggg
Gly

999
Gly

gca
Ala

aag
Lys
680

agt
Ser

ctg
Leu

cct
Pro

agg
Arg

gta
val
760

ccce

Pro

999
Gly

tac
Tyr

Asn

ctyg
Leu
585

cac
His

ctg
Leu

ggc
Gly

cce
Pro

gcg
Ala
665

aca
Thr

ccg
Pro

gag
Glu

ggt
Gly

ggt
Gly
745

ccc

Pro

ctg
Leu

gag
Glu

cag
Gln

Ile
570

gac
Asp

cgg
Arg

cca
Pro

aga
Arg

aca
Thr
650

ccg

Pro

agg
Arg

gce
Ala

tat
Tyr

ggc
Gly
730

999
Gly

aat
Asn

aga
Arg

aac
Asn

gac
Asp

27

Phe

aag
Lys

ccce
Pro

ccg
Pro

tcc
Ser
635

aag
Lys

tty
Leu

tct
Ser

atg
Met

gaa
Glu
715

agce
Ser

agc
Ser

gat
Asp

cat
His

agce
Ser
795

tac
Tyr

Gln

ttt
Phe

atg
Met

tgc
Cys
620

aat

Asn

tgg
Trp

999
Gly

gca
Ala

gta
Val
700

gag
Glu

acc
Thr

tge

‘Cys

aag
Lys

ctg
Leu
780

aag

Lys

agc
Ser

Pro

cag
Gln

tce
Ser
605

tgt
Cys

acc
Thr

gce
Ala

cce
Pro

aag
Lys
685

gcc
Ala

caa
Gln

tca
Ser

cct
Pro

ttc
Phe
765

ccg

Pro

agce
Ser

ctg
Leu

Leu

cag
Gln
590

tce
Ser

ggc
Gly

cag
Gln

gtc
Val

cct
Pro
670

ggt
Gly

ctc
Leu

gcc
Ala

cat
His

ttg
Leu
750

acc

Thr

ctyg
Leu

agg
Arg

tcg
Ser

2258

2306

2354

2402

2450

2498

25456

2594

2642

2690

2738

2786

2834

2882

2930



800

tca
Ser
815

gce
Ala

cac
His

ttt
Phe

tece
Ser

gag
Glu

aac
Asn

cce
Pro

gtg
Val

cte
Leu

aga
Arg

gce
Ala
865
agcacctctg
tatttctaac
accaagcagt
attgttttac
caatgacttc
aactgtccat
tcattttact
gctttccaag
ctaatcacca
ctaattttgg
agttgcacag
attattattc
agtgtttatc
tcctgeteac
gacactgcag
ctgtecggett
ttcagcggga
tattattatt
gaagtgctct
gactcggatg
tagacgggaa

ccaagctcac

aag gtg
Lys Val

tca
Ser

atg
Met

ggc
Gly

820

tac
Tyr

ctg
Leu
835

ctg
Leu

agtg
Val
850

ctg
Leu

gac
Asp
ccgacgcecgt
gccagcacac
ggecttttte
ctgttctgaa
taatttatat
actaacaagt
aaaaagattc
cttggtttgt
tattgtaaat
aaaaaaagaa
cgtggetttt
aaaaacataa
atatatatgg
aaaatcactt
acttgtccag
tttgeccatct
grcactgegeg
gctgccaaga
aacttttctt
gtctttcaca
ttcatgcaaa

gaccttggag

ctg
Leu

gga
Gly

cag
Gln Ala

ccce
Pro

gaa
Glu

tce
Ser

agc
Ser

gcc acc

Thr

870

cccaccaget
tatttacaag
tgagatgctc
atgttcttaa
tatccatagg
ttggtgcatg
ctegttattg
ggcgtetcece
ttcagggttt
atgtgaaggg
cctaaactgg
ctgagttttt
gtactttgta
taagatcttt
tgctcccacg
gtgatatgcc
ctatccecccte
gggtctgatg
aaggttttgt
cggcacattt
tgaggggtca

cceegtggag

ES 2462416 T3

gca
Ala

agce
Ser

Slefe}
Arg
825

acc
Thr
840

ctg
Leu

aga
Arg

ctc
Leu

ctg
Leu

acg
Thr
855

tga

tcactctctce
atggacttac
actttattat
attttgtagg
tttetecteee
tctgttette
ttgttgccaa
tcgcagagee
tttteeteee
tcaactccaa
tgtttttecece
taaaagagga
atatctaaaa
tcgaagetgt
gcctgtacgg
ataggtgtga
acattctcta
gcacgttgtg
tgctagececet
ggacatttce
aaaatggtat

ctggactgag

810

ctc
Leu

ctg
Leu

999
Gly

tat
Tyr

tgt
Cys

gac
Asp

caa
Gln

gga
Gly

999
Gly
860

cgtctgtttt
ctggcagact
ccctattttt
atttttttcce
tcecttctect
tgtagggaga
agagaaacaa
ctteteogttt
gtttaagcetg
cgtatgtggt
ccgeatttgg
gaaaatttat
acttagaaac
taatttttet
acactgtgga
caatccgagce
tgtactatgt
gg9gtcgggygg
tcaagtgcac
agaactacca
agtgaccccg

gaggaggctg

28

tca
Ser
830

ccc
Pro

gtg
Val

gag
Glu
845

ctc
Leu

gac
Asp

gccaggectt ctacctggge

tgcaactagg
tgcecaggte
aaagtacaca
tccecacctt
tctcacacac
agctttaget
aaatgatttt
cttttttaaa
actctttget
tatctgtgaa
tggatttttt
atctgggtta
ggaaatggaa
tagtgttgtg
aggcctcecct
agtggagtca
atgtatgtat
9tggggcggyg
tgagctatgt
tgagatggtt
tccacgtect

cacagcggga

2978

3026

3074

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

3541

3601

3661

3721

3781

3841

3901

3961

4021

4081

4141

4201

4261

4321

4381

4441



10

gagcagctgg
aaggcctcececa
gacatgtagg
aagagggécg
acaatgaaga
cggatagact
aaattcctta
agggtggcag
tgttgccetg
tccaagcttce
tcgaattcct
tttgacactg
aaaaaaaaaa
<210>4

<211> 870
<212> PRT

tccagaccag
gggatggccce
taggaagcac
acacctctgg
agtttctaaa
tattgccaaa
gtcatggtgt
aacttgaagg
gcattaaggg
atattaaccce
actgacaaca
gtatcttatt

aaaaaaaaaa

<213> Homo sapiens

<400> 4

Met Thr
1

Ala

Glu Lys Ser

Val Phe Tyr

35

His Leu

50

Ser

Arg Thr His

65

Ala Glu Ala

Gly Phe Ile

Asp Lys

Arg
20

Asp
Glu Leu
Asp Lys
Leu

Lys

Gln
85

Asp

Ala
100

vVal

Glu

Ala

Ala

Ala

Leu

70

Gln

val

ccctgecagec
ctagccacag
tgaaaatagt
tttttcaata
aacacacaca
aacaaaaaat
tgcgtaaatc
gttactgacg
cattttaccc
tacctgtcaa
ttataactgt
aaagtattct

aaaaa

Lys Lys

Ala

Arg

Glu
40

His

Ser Ile

55

Ser Ser

Met

Asp

Thr Gln

ES 2462416 T3

cccactcagce
gcectggetg
gttcccagag
ccaattacat
aagcacattg
agctttcaaa
atattttagce
tgtaaatgct
ttgcagtttt
cgtaacgatt
atgggagctt

gatcctaaaa

Ser Ser

10

Arg

Cys
25

Arg Arg

Leu Pro Leu

Met Arg Leu

Val Ser

75

Cys

Leu
90

Asn Tyr

Asp
105

Gly Asp

cggcagccag
aggtctctgg
cactttgcaa
ggaacttttce
ggccaactat
agaaatttaa
tgcacggcat
ggtatttgat
actaaaacac
tcatgaacgt
aactttataa

aaaaaaaaaa

Ser Glu

Ser Lys

30

His
45

Pro

Ala Ile

60

Glu Asn

Leu

Lys

Met Ile

29

Arg

Glu

Ser

Ser

Glu

Ala

Phe
110

atggcceege

gtcggtcagt

ctecectgggt
tgtaatgggt
ttagtaagcc
gttctatgag
taccccacac
ttcetgtgtyg
tgaaaaatat
tattatattg
ggaaatgtat

aaaaaaaaaa

Arg
15

Lys
Thr Glu
Val Ser
Phe

Leu

Glu
80

Ser

Leu Glu

95

Leu Ser

4501

4561

4621

4681

4741

4801

4861

4921

4981

5041

5101

5161

5186



Glu

His

Glu

145

Asp

Thr

Leu

Asn

Met

225

Ser

Cys

Leu

Met

Gly

305

Thr

Ile

Asn

Ser

130

Asn

Met

Asn

His

Ser

210

Cys

Lys

Asp

Gly

Thr

290

Gln

Gln

Met

Ile

115

Ile

Leu

Ser

Arg

Cys

195

Leu

Glu

Thr

Asp

Arg

275

Lys

Tyr

Gly

Cys

Ser

Phe

Ser

Thr

Gly

180

Thr

Cys

Pro

Phe

Arg

260

Ser

Ser

Arg

Thr

Val
340

Lys

Asp

Leu

Glu

165

Arg

Gly

Gly

Ile

Leu

245

Ile

Ala

His

Met

val

325

Asn

Phe

Phe

Lys

150

Arg

Thr

Gln

Tyr

Gln

230

Ser

Thr

Tyr

Gln

Leu

310

Ile

Tyr

Met

Thr

135

Asn

Asp

Val

Val

Lys

215

His

Arg

Glu

Glu

Asn

295

Ala

Tyr

val

Gly

120

His

Gly

Phe

Asn

Lys

200

Glu

Pro

His

Leu

Phe

280

Leu

Lys

Asn

Leu
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Leu

Pro

Ser

Phe

Leu

185

Val

Pro

Ser

Ser

Ile

265

Tyr

Cys

His

Pro

Ser
345

Thr

Cys

Gly

Met

170

Lys

Tyr

Leu

His

Met

250

Gly

His

Thr

Gly

Arg

330

Glu

Gln
Asp
Phe
155
Arg
Ser
Asn
Leu
Met
235
Asp
Tyr
Ala
Lys
Gly
315

Asn

Ile

Val

His

140

Gly

Met

Ala

Asn

Ser

220

Asp

Met

His

Leu

Gly

300

Tyr

Leu

Glu

30

Glu

125

Glu

Lys

Lys

Thr

Cys

205

Cys

Ile

Lys

Pro

Asp

285

Gln

Val

Gln

Lys

Leu

Glu

Lys

Cys

Trp

190

Pro

Leu

Pro

Phe

Glu

270

Ser

vVal

Trp

Pro

Asn
350

Thr

Ile

Ser

Thr

175

Lys

Pro

Ile

Leu

Thr

255

Glu

Glu

val

Leu

Gln

335

Asp

Gly

Arg

Lys

160

Val

Val

His

Ile

Asp

240

Tyr

Leu

Asn

Ser

Glu

320

Cys

Val



Val Phe

Ala Met
370

Lys Ser
385

Ala Gln

Gly Asn

Pro Pro

Ser Glu
450

Pro Gly
465

Thr Pro

Lys Ile

Asp Gln

Leu Ala

530

Ile Cys
545

Gln His

Val Ala

Ser

355

Asn

Asn

Leu

Gln

Ser

435

Ala

Ser

Asn

Glu

Cys

515

Pro

Pro

Cys

Pro

Met

Ser

Phe

Ala

Asn

420

Gln

Gly

Thr

Ser

Val

500

Ser

Tyr

Glu

Phe

His
580

Asp

Ile

Leu

Pro

405

Phe

Pro

Ser

Thr

Pro

485

Ile

Thr

Ile

Glu

Ser

565

Ser

Gln

Phe

Phe

390

Thr

Glu

Trp

Leu

Pro

470

Glu

Glu

Gln

Pro

Arg

550

Ala

Pro

Thr

Asp

375

Thr

Pro

Glu

Ala

Pro

455

Ser

Asp

Lys

Thr

Met

535

Leu

Met

Phe

Glu

360

Ser

Lys

Gly

Ser

Thr

440

Ala

Ala

Tyr

Leu

Asp

520

Asp

Leu

Thr

Leu
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Ser

Ser

Leu

Asp

Ser

425

Glu

Phe

Thr

Tyr

Phe

505

Phe

Gly

Ala

Asn

Leu
585

Leu

Gly

Lys

Ala

410

Ala

Leu

Thr

Ser

Thr

490

Ala

Asn

Glu

Glu

Ile

©570

Asp

Phe

Lys

Glu

395

Ile

Tyr

Arg

val

Ser

475

Ser

Met

Glu

Asp

Asn

555

Phe

Lys

Lys

Gly

380

Glu

Ile

Gly

Ser

Pro

460

Ser

Leu

Asp

Leu

Phe

540

Pro

Gln

Phe

31

Pro

365

Ala

Pro

Ser

Lys

His

445

Gln

Ser

Asp

Thr

Asp

525

Gln

Gln

Pro

Gln

His

Val

Glu

Leu

Ala

430

Ser

Ala

Ser

Asn

Glu

510

Leu

Leu

Ser

Leu

Gln
590

Leu

Ser

Glu

Asp

415

Ile

Thr

Ala

Cys

Asp

495

Ala

Glu

Ser

Thr

Ala

575

Gln

Met
Glu
Leu
400
Phe
Leu
Gln
Ala
Ser
480
Leu
Lys
Thr
Pro
Pro
560

Pro

Leu
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Glu Ser Lys Lys Thr Glu Pro Glu His Arg Pro Met Ser Ser Ile Phe
595 600 605

Phe Asp Ala Gly Ser Lys Ala Ser Leu Pro Pro Cys Cys Gly Gln Ala
610 615 620

Ser Thr Pro Leu Ser Ser Met Gly Gly Arg Ser Asn Thr Gln Trp Pro
625 630 635 640

Pro Asp Pro Pro Leu His Phe Gly Pro Thr Lys Trp Ala Val Gly Asp
645 650 655

Gln Arg Thr Glu Phe Leu Gly Ala Ala Pro Leu Gly Pro Pro Val Ser
660 665 670

Pro Pro His Val Ser Thr Phe Lys Thr Arg Ser Ala Lys Gly Phe Gly
675 680 685

Ala Arg Gly Pro Asp Val Leu Ser Pro Ala Met Val Ala Leu Ser Asn
690 695 700

Lys Leu Lys Leu Lys Arg Gln Leu Glu Tyr Glu Glu Gln Ala Phe Gln
705 710 715 720

Asp Leu Ser Gly Gly Asp Pro Pro Gly Gly Ser Thr Ser His Leu Met
725 730 735

Trp Lys Arg Met Lys Asn Leu Arg Gly Gly Ser Cys Pro Leu Met Pro
740 745 750

Asp Lys Pro Leu Ser Ala Asn Val Pro Asn Asp Lys Phe Thr Gln Asn
755 760 765

Pro Met Arg Gly Leu Gly His Pro Leu Arg His Leu Pro Leu Pro Gln
770 775 780

Pro Pro Ser Ala Ile Ser Pro Gly Glu Asn Ser Lys Ser Arg Phe Pro
785 790 795 800

Pro Gln Cys Tyr Ala Thr Gln Tyr Gln Asp Tyr Ser Leu Ser Ser Ala
805 810 815

His Lys Val Ser Gly Met Ala Ser Arg Leu Leu Gly Pro Ser Phe Glu
820 825 830

Ser Tyr Leu Leu Pro Glu Leu Thr Arg Tyr Asp Cys Glu Val Asn Val
835 840 845

Pro Val Leu Gly Ser Ser Thr Leu Leu 'Gln Gly Gly Asp Leu Leu Arg
850 855 860

Ala Leu Asp Gln Ala Thr
865 870

<210>5
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<211>21
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> cadena codificante de ARNip para HIF-1 alfa

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (20)..(21)

<223> n = desoxitimidina

<400> 5
ggaaccugau geuduaacun n 21

<210>6
<211> 21
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> cadena codificante de ARNip para HIF-1 alfa

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (20)..(21)

<223> n = desoxitimidina

<400> 6
ggguaaagaa caaaacacan n 21

<210>7
<211> 21
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> cadena codificante de ARNip para HIF-1 alfa

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (20)..(21)

<223> n = desoxitimidina

<400>7
gooagCagan accuacugon n 21

<210> 8
<211>21
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> cadena codificante de ARNip para HIF-1 alfa

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (20)..(21)

<223> n = desoxitimidina

<400> 8
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goasgacuLg SuLLLICUROn B 21

<210>9
<211> 21
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> cadena codificante de ARNip para HIF-2 alfa

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (20)..(21)

<223> n = desoxitimidina

<400> 9

cggagguguu cuaugageoun n 21

<210> 10
<211> 21
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> cadena codificante de ARNip para HIF-2 alfa

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (20)..(21)

<223> n = desoxitimidina

<400> 10
QOUUILQUUG cuagooouun n 21

<210> 11
<211> 21
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> cadena no codificante de ARNip para HIF-1 alfa

<220>
<221> caracteristica_misc

<222> (20)..(21)
<223> n = desoxitimidina

<400> 11

aguuaaagca ucagguuccn n 21

<210> 12
<211>21
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> cadena no codificante de ARNip para HIF-1 alfa

<220>
<221> caracteristica_misc

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2462416 T3

<222> (20)..(21)
<223> n = desoxitimidina

<400> 12
UGUGURIUUGH UCUULBCoTT 0 21

<210> 13
<211> 21
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> cadena no codificante de ARNip para HIF-1 alfa

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (20)..(21)

<223> n = desoxitimidina

<400> 13
gcaguagguu ucugcugeon n 21

<210> 14
<211> 21
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> cadena no codificante de ARNip para HIF-1 alfa

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (20).. (20)

<223> n = desoxitimidina

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (21)..(21)

<223> n = desoxiguanosina

<400> 14
ggagasasauc aaguogugen n 21

<210> 15
<211> 21
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> cadena no codificante de ARNip para HIF-2 alfa

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (20)..(20)

<223> n = desoxitimidina

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (21)..(21)

<223> n = desoxicitidina
<400> 15
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agcucauaga acaccuccgn n 21

<210> 16
<211>21
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> cadena no codificante de ARNip para HIF-2 alfa

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (20)..(21)

<223> n = desoxitimidina
<400> 16

aagggcuagc aacaaaaccn n 21

<210> 17
<211>19
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> cadena codificante de ARNip para HIF-1 alfa

<400> 17

goaaceugay gouLuaacy 19
<210> 18

<211> 19

<212> ARN

<213> Artificial

<220>
<223> cadena codificante de ARNip para HIF-1 alfa

<400> 18
ggguaaagaa caaaacaca 19

<210>19
<211>19
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> cadena codificante de ARNip para HIF-1 alfa

<400> 19
ggcagcagaa accuacugc 19

<210> 20
<211>19
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> cadena codificante de ARNip para HIF-1 alfa

<400> 20
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gcacgacuug auuuucucc 19

<210> 21
<211>19
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> cadena codificante de ARNip para HIF-2 alfa

<400> 21
cggagguguu cuaugagcu 19
<210> 22
<211> 19
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> cadena codificante de ARNip para HIF-2 alfa

<400> 22
gguuuuguUg cuagcccuu 19

<210> 23
<211>19
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> cadena no codificante de ARNip para HIF-1 alfa

<400> 23

agUUAAAYEE UCAYQUUCT 19
<210> 24

<211>19

<212> ARN

<213> Atrtificial

<220>
<223> cadena no codificante de ARNip para HIF-1 alfa

<400> 24

LGUGULILILGY Uouuuacos 19
<210> 25

<211>19

<212> ARN

<213> Artificial

<220>
<223> cadena no codificante de ARNip para HIF-1 alfa

<400> 25
URGUAGHUY UTUgTUgST 14

<210> 26
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<211>19
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> cadena no codificante de ARNip para HIF-1 alfa

<400> 26
ggagaaaauc aaguoguge 19

<210> 27
<211>19
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> cadena no codificante de ARNip para HIF-2 alfa

<400> 27

agoucaUaga acatcucoy 19
<210> 28

<211> 19

<212> ARN

<213> Artificial

<220>
<223> cadena no codificante de ARNip para HIF-2 alfa

<400> 28
BEGOOCUBYT BRCABRAGT 18

<210> 29
<211> 21
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> cadena codificante de ARNip para HIF-1 alfa

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (20)..(21)

<223> n = desoxitimidina

<400> 29

coucagugug gouauaagan n 21
<210> 30
<211> 21
<212> ARN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cadena no codificante de ARNip para HIF-1 alfa

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (20)..(21)
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<223> n = desoxitimidina
<400> 30
ucuuauaccc acacugaggn n 21

<210> 31
<211>19
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> cadena codificante de ARNip para HIF-1 alfa

<400> 31
ccucagugug gguauaaga 19

<210> 32
<211>19
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> cadena no codificante de ARNip para HIF-1 alfa

<400> 32
HCULBUaCoT BCacugagn 19

<210> 33
<211>21
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> cadena codificante de ARNip para HIF-2 alfa

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (20)..(21)

<223> n = desoxitimidina

<400> 33
GUACAUATUS UCULUGAaCUN N 21

<210> 34
<211>21
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> cadena no codificante de ARNip para HIF-2 alfa

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (20)..(20)

<223> n = desoxitimidina

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (21)..(21)

<223> n = desoxiguanosina
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<400> 34

AgUCERagaY acusuguUoon n 21
<210> 35

<211>19

<212> ARN

<213> Atrtificial

<220>
<223> cadena codificante de ARNip para HIF-2 alfa

<400> 35

ggacauagua ucuuugacu 19

<210> 36
<211>19
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> cadena no codificante de ARNip para HIF-2 alfa

<400> 36

aguUCaBagay acuaLIuLe 10
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REIVINDICACIONES

1. Un agente terapéutico para una enfermedad de la retina, que comprende un ARNip para HIF-1a y un ARNip
para HIF-2a.
2. El agente terapéutico segun la reivindicacion 1, en el que el ARNip mencionado anteriormente para HIF-1a

consiste en una cadena codificante que comprende una secuencia de 17 - 25 bases continuas de ARNm que se
corresponde con la secuencia de bases de SEQ ID NO: 1 y una cadena no codificante que comprende una secuen-
cia complementaria a la misma, y el ARNip mencionado anteriormente para HIF-2a consiste en una cadena codifi-
cante que comprende una secuencia de 17 - 25 bases continuas de ARNm que se corresponde a la secuencia de
bases de SEQ ID NO: 3 y una cadena no codificante que comprende una secuencia complementaria a la misma.

3. El agente terapéutico segun la reivindicacion 2, en el que el ARNip mencionado anteriormente para HIF-1a
es el (a) o (b) siguiente, y el ARNip para HIF-2a es el (c) o (d) siguiente:

(a) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que comprende una secuencia de bases descrita en
cualquiera de SEQ ID NOs: 17 - 20 y 31, y una cadena no codificante que comprende una secuencia complementa-
ria a la misma, que opcionalmente tiene un extremo protuberante en la cadena codificante y/o en la cadena no codi-
ficante, y tiene actividad inhibidora de la expresion de HIF-1q;

(b) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que comprende una secuencia de bases en donde
una a varias bases se han afiadido y/o se han eliminado del extremo 5’ terminal y/o del extremo 3' terminal de la
secuencia de bases descrita en cualquiera de SEQ ID NOs: 17 - 20 y 31, y una cadena no codificante que compren-
de una secuencia complementaria a la misma, que opcionalmente tiene un extremo protuberante en la cadena codi-
ficante y/o en la cadena no codificante, y tiene actividad inhibidora de la expresion de HIF-1a;

(c) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que comprende la secuencia de bases descrita en
cualquiera de SEQ ID NO: 21, 22 y 35, y una cadena no codificante que comprende una secuencia complementaria
a la misma, que opcionalmente tiene un extremo protuberante en la cadena codificante y/o en la cadena no codifi-
cante, y tiene actividad inhibidora de la expresion de HIF-2q;

(d) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que comprende una secuencia de bases en la que
una a varias bases se han anadido y/o se han eliminado desde el extremo 5’ terminal y/o el extremo 3' terminal de la
secuencia de bases descrita en cualquiera de SEQ ID NOs: 21, 22 y 35, y una cadena no codificante que compren-
de una secuencia complementaria a la misma, que opcionalmente tiene un extremo protuberante en la cadena codi-
ficante y/o en la cadena no codificante, y tiene actividad inhibidora de la expresion de HIF-2a.

4. El agente terapéutico segun la reivindicacion 2 o 3, en el que el ARNip mencionado anteriormente para HIF-
1a es cualquiera de los (1-1) - (1-5) siguientes, y el ARNip para HIF-2a es cualquiera de los (2-1) - (2-3) siguientes:

(1-1) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 5, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 11;

(1-2) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 6, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 12;

(1-3) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 7, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 13;

(1-4) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 8, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 14;

(1-5) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 29, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 30;

(2-1) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 9, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 15;

(2-2) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 10, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 16;

(2-3) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 33, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 34.

5. El agente terapéutico segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la enfermedad de la retina
es la degeneracion macular relacionada con la edad, la retinopatia diabética, la retinopatia del prematuro, la oclusién
de la vena retiniana, la obstruccion de la arteria retiniana, el edema macular diabético o el glaucoma.

6. El agente terapéutico segun la reivindicacion 5, en donde la enfermedad de la retina es la degeneracion
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macular relacionada con la edad o la retinopatia diabética.

7. Uso de un ARNip para HIF-1a y un ARNip para HIF-2a, para la produccion de un agente terapéutico para el
tratamiento de una enfermedad de la retina.

8. El uso segun la reivindicacion 7, en el que el mencionado ARNip para HIF-1a consiste en una cadena codi-
ficante que comprende una secuencia de 17 - 25 bases continuas de ARNm que se corresponde con la secuencia
de bases de SEQ ID NO: 1 y una cadena no codificante que comprende una secuencia complementaria a la misma,
y el ARNip mencionado anteriormente para HIF-2a consiste en una cadena codificante que comprende una secuen-
cia de 17 - 25 bases continuas de ARNm que se corresponde con la secuencia de bases de SEQ ID NO: 3 y una
cadena no codificante que comprende una secuencia complementarias a la misma.

9. El uso segun la reivindicacion 8, en el que el ARNip mencionado anteriormente para HIF-1a es el (a) o (b)
siguiente, y el ARNip para HIF-2a es el (c) o (d) siguiente:

(a) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que comprende una secuencia de bases descrita en
cualquiera de SEQ ID NOs: 17 - 20 y 31, y una cadena no codificante que comprende una secuencia complementa-
ria a la misma, que opcionalmente tiene un extremo protuberante en la cadena codificante y/o en la cadena no codi-
ficante, y tiene actividad inhibidora de la expresion de HIF-1q;

(b) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que comprende una secuencia de bases en donde
una a varias bases se han afiadido y/o se han eliminado del extremo 5’ terminal y/o del extremo 3' terminal de la
secuencia de bases descrita en cualquiera de SEQ ID NOs: 17 - 20 y 31, y una cadena no codificante que compren-
de una secuencia complementaria a la misma, que opcionalmente tiene un extremo protuberante en la cadena codi-
ficante y/o en la cadena no codificante, y tiene actividad inhibidora de la expresion de HIF-1a;

(c) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
cualquiera de SEQ ID NO: 21, 22 y 35, y una cadena no codificante que comprende una secuencia complementaria
a la misma, que opcionalmente tiene un extremo protuberante en la cadena codificante y/o en la cadena no codifi-
cante, y tiene actividad inhibidora de la expresion de HIF-2q;

(d) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que comprende una secuencia de bases en la que
una a varias bases se han anadido y/o se han eliminado desde el extremo 5’ terminal y/o el extremo 3' terminal de la
secuencia de bases descrita en cualquiera de SEQ ID NOs: 21, 22 y 35, y una cadena no codificante que compren-
de una secuencia complementaria a la misma, que opcionalmente tiene un extremo protuberante en la cadena codi-
ficante y/o en la cadena no codificante, y tiene actividad inhibidora de la expresion de HIF-2a.

10. El uso segun la reivindicacion 8 o 9, en el que el ARNip mencionado anteriormente para HIF-1a es cual-
quiera de los (1-1) - (1-5) siguientes, y el ARNip para HIF-2a es cualquiera de los (2-1) - (2-3) siguientes:

(1-1) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 5, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 11;

(1-2) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 6, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 12;

(1-3) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 7, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 13;

(1-4) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 8, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 14;

(1-5) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 29, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 30;

(2-1) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 9, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 15;

(2-2) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 10, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 16;

(2-3) un ARN bicatenario compuesto por una cadena codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en
SEQ ID NO: 33, y una cadena no codificante que consiste en la secuencia de bases descrita en SEQ ID NO: 34.

11. El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, en el que la enfermedad de la retina es la degene-
racion macular relacionada con la edad, la retinopatia diabética, la retinopatia del prematuro, la oclusién de la vena
retiniana, la obstruccion de la arteria retiniana, el edema macular diabético o el glaucoma, preferiblemente en donde
la enfermedad de la retina es la degeneracién macular relacionada con la edad o la retinopatia diabética.
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FIG. 1
Expresion de HIF-1a en células del EPR
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FIG. 2
Expresion de HIF-2a en células del EPR
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Expresién de VEGF en células del EPR
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FIG.

Expresion de HIF-2a en células del EPR
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FIG.

Expresién de VEGF en células del EPR

PZ-dIH + bI-dIH

| (ve'c€"'ON QI D3S)
0Z-dIH

(oc'sz'ON @l D3S)
ol-4IH

eixodiH

BXOULON

(-]
23_2833%33°23

(s82/493A) ugisaidxa ap ao1pu|

45



ES 2462416 T3

7

FIG.

Expresién de VEGF en células del EPR
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