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DESCRIPCION
Direccion a la regulacién de VEGF-B de transportadores de acidos grasos para modular enfermedades humanas
Antecedentes de la invencién

Las proteinas de transporte de acidos grasos (FATP) son proteinas unidas a membrana que transportan acidos
grasos libres (FFA) a través de la membrana plasmatica, y son por lo tanto responsables de la captacién celular de
FFA del espacio extracelular. Chiu et al., indican que la sobreexpresion transgénica de FATP1 en el corazon
conduce a un aumento de la captacion de lipidos, lipotoxicidad y miopatia cardiaca (Cira Res., 96: 225-233, 2005).
Chiu et al. ilustran la necesidad critica de una captacion controlada de FFA en los tejidos. Los FFA acumulados que
no se oxidan de forma apropiada pueden ser téxicos para las células.

La familia de FATP de proteinas comprende seis miembros (FATP 1-6) con patrones de expresion definidos. Dos de
los tejidos mas relevantes para considerar con respecto a metabolismo de acidos grasos y resistencia a insulina son
tejido adiposo y musculo esquelético. La expresion de FATP1 es alta en ambos tejidos, mientras que FATP4 es
mucho menor (siendo su sitio principal de expresion el intestino delgado), pero ambos se han ligado a la resistencia
a insulina y parametros asociados. FATP1 se ha ligado a resistencia a insulina y se expresa en tejido adiposo y
musculo esquelético (Kim et al, J. Clin. Invest., 113: 756- 763, 2004). FATP2 esta localizada en peroxisomas del
higado y rifidn y esta implicada en la activacién tanto de acidos biliares como de acidos grasos (Mihalik et al., J. Biol.
Chem., 277: 24771-24779, 2002). FATP4 también se ha ligado a parametros relacionados con la resistencia a
insulina y se expresa en los intestinos, higado y tejido adiposo. FATP 2, 3 y 5 se expresan en el higado y rifién.
FATP6 se expresa casi exclusivamente en el corazén (Gimeno et al., J. Biol. Chem., 278: 16039-16044, 2003).

También se ha sugerido que la acumulacion de lipidos en tejidos particularmente de musculo esquelético, induce
sindrome de resistencia a insulina (también conocido como el sindrome metabdlico diabético). Se ha mostrado que
FATP4 por analisis de enlace es un gen candidato en el sindrome de resistencia a insulina caracterizado por
dislipidemia, hipertension y el estado procoagulante (Gertow et al., Clin. Endocrinol. Metab., 89: 392-399, 2004). De
forma similar, FATP1 se ha ligado a lipemia postpandrial elevada y alteraciones en la distribucién de tamafios de
particulas LDL (Gertow et al., Atherscler., 167: 265-273,2003). Puede encontrarse una revisién de proteinas de
transporte de acidos grasos y su papel en la resistencia a insulina en Fisher et al., Curr. Opin. Lipldol. 16: 173-178,
2005. La acumulacion aberrante de lipidos esta estrechamente relacionada con efectos lipotdxicos perjudiciales,
resistencia a la insulina, alteraciones del metabolismo tanto de lipidos como de hidratos de carbono y otras
caracteristicas del sindrome metabdlico (Unger et al., Endocrinol., 144: 5159- 5164, 2004). Por lo tanto, existe la
necesidad de nuevos materiales y métodos para modular la expresion de FATP y/o actividad in vivo, para profilaxis o
terapia de diversas enfermedades y afecciones que estan influidas por las FATP.

La presente invencion surge de estudios descritos adicionalmente en el presente documento que ligan de nuevo el
Factor de Crecimiento Endotelial Vascular B (VEGF-B) con la modulacion de FATP.

La Solicitud de Patente publicada de los Estados Unidos 2006/088882A1 (Jain et al) propone el uso de anticuerpos
para disminuir la actividad del receptor 1 de VEGF para su uso en la disminucion del peso corporal total y el
porcentaje de grasa corporal en un mamifero. Sin embargo, no proporciona indicios de dirigir especificamente
VEGF-B para el tratamiento de cualquier forma de dislipidemia. De hecho, ha habido incertidumbre anteriormente
acerca del papel de VEGF-B. Por el contrario, el inventor ha relacionado ahora VEGF-B con la expresion de
componentes de la maquinaria de transporte de acidos grasos y ha demostrado que ratones deficientes en VEGF-B
tienen menos gotas lipidicas en el tejido cardiaco en comparacion con ratones normales, lo que sugiere un papel de
VEGF-B en el control de la captacion de lipidos del torrente sanguineo, por ejemplo, como ahora se reivindica en el
presente documento.

Sumario de la invencion

La presente invencién proporciona un inhibidor de VEGF-B para su uso en el tratamiento de una dislipidemia en un
sujeto humano, incluyendo hipercolesterolemia y/o hipertrigliceridemia, en donde dicho agente se selecciona de
entre:

(a) un anticuerpo anti VEGF-B o un fragmento de unién a antigeno del mismo; y
(b) un oligonucledtido antisentido que inhibe la transcripciéon o la traduccion de VEGF-B, expresado
opcionalmente a partir de un vector de expresion.

Dicho uso incluye ademas opcionalmente una o mas etapas de controlar uno o0 mas parametros en el sujeto, para
confirmar la seguridad y/o eficacia del tratamiento y/o para optimizar la dosificacion. Por lo tanto, por ejemplo, el uso
comprende ademas opcionalmente controlar marcadores lipidicos en una muestra biolégica que comprende un
tejido o fluido del sujeto. Los tejidos ejemplares incluyen biopsias de cualquier érgano (higado, rifién, columna,
corazoén, vaso, intestino, etc.) o piel o pelo, por ejemplo. Los fluidos ejemplares incluyen sangre, liquido
cefalorraquideo, semen, saliva u otras secreciones o excreciones.
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Los anticuerpos que inmunorreaccionan (se unen) con VEGF-B (también conocidos como anticuerpos de VEGF-B o
anticuerpos anti VEGF-B); para su uso de acuerdo con la invencion incluyen anticuerpos que se unen a muiltiples
isoformas de VEGF-B, asi como anticuerpos que muestran unién preferente o especificidad por una isoforma, tal
como un anticuerpo de VEGF-B167 0 un anticuerpo de VEGF-B1g.

Las composiciones adecuadas para administracion incluyen en la puesta en practica de la invencién uno o mas
componentes adicionales tales como diluyentes, adyuvantes, vehiculos, conservantes, saporiferos
farmacéuticamente aceptables, u otros aditivos convencionales descritos en el presente documento y/o conocidos
en el campo.

Adicionalmente, un inhibidor de VEGF-B como se ha analizado anteriormente puede ser para su uso en coterapia.
La administracion de multiples compuestos terapéuticos puede ser simultanea (en mezcla o separados), secuencial,
0 separada en el tiempo durante un periodo de tratamiento.

Descripcion detallada de la invencién

El inventor ha demostrado que varias FATP y LPL endoteliales estan regulados negativamente en animales
deficientes en VEGF-B, y por el contrario algunas FATP y LPL estan regulados positivamente en condiciones de
sobreexpresion de VEGF-B. Estos datos sugieren que VEGF-B modula la expresion de FATP y LPL, y de este modo
tanto la hidrdlisis de triglicéridos en situacion, asi como la captacion de FFA del torrente sanguineo a diversos
parénquimas. El analisis directo de la acumulacion de lipidos en corazones de ratén normales y deficientes en
VEGF-B por tincién con Oil Red O han verificado esta posibilidad, ya que se visualizan gotas lipidicas abundantes en
secciones tisulares de animales normales, mientras que las secciones tisulares de animales deficientes en VEGF-B
contienen muy pocas, si contienen alguna, gotas lipidicas. Se postula que la expresién controlada por VEGF-B de
FATP y expresion de LPL tienen implicaciones en varias enfermedades importantes como cancer, diabetes,
obesidad, enfermedades cardiovasculares y enfermedades degenerativas neurolégicas, como enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson y esclerosis lateral amielotréfica (ALS).

En cancer, la expresion (o sobreexpresion) de VEGF-B puede controlar el estado de energia de las células
tumorales proporcionando combustible de alta energia como FFA, y afectando de este modo a la velocidad de
crecimiento, asi como otros parametros fisioldégicos de tumores (tanto células tumorales como estroma). Ademas,
VEGF-B puede tener un papel en el sindrome de debilitamiento muscular, denominado caquexia, que afecta
aproximadamente al 50% de todos los pacientes con cancer y se ve frecuentemente en pacientes con insuficiencias
cardiacas o renales. En pacientes con caquexia, se postula que la terapia con VEGF-B para mejorar la captacion de
FFA tiene un valor terapéutico.

En diabetes, VEGF-B puede modular la captacion de lipidos en sangre a las células endoteliales, y la expresion
aberrante (especialmente sobreexpresion) puede dar como resultado dislipidemia, una afeccién hallada en muchos
pacientes diabéticos como parte del sindrome metabdlico. En estados resistentes a insulina tales como obesidad, el
metabolismo de acidos grasos y la homeostasis estan claramente alterados. La eliminacién de acidos grasos y
capacidad de almacenamiento en tejido adiposo estan alterados, y los acidos grasos pueden acumularse en la
circulacién y en tejidos no adiposos tales como musculo esquelético del higado en forma de triacilglicerol,
diacilglicerol, ceramidas y acil-CoA grasos. Dicha acumulacion de lipidos ectépicos esta estrechamente relacionada
con efectos lipotoxicos deletéreos, resistencia a insulina, alteraciones del metabolismo tanto de lipidos como de
carbohidratos y otras caracteristicas del sindrome metabolico (Unger et al., Endocrinol., 144: 5159-5164, 2004).

En enfermedad cardiovascular, se sabe que VEGF-B estimula la revascularizacion después de un infarto de
miocardio (véase Publicacion de Solicitud de Patente de Estados Unidos N°: 2003-0008824) y VEGF-B puede tener
este efecto estimulando la captacion de FFA al miocardio y estimulando indirectamente la revascularizaciéon
proporcionando un mejor estado de energia en el miocardio.

En enfermedades neurodegenerativas como enfermedad de Alzheimer y enfermedad de Parkinson, pruebas
crecientes sugieren que parte de la patofisiologia de estas enfermedades es un defecto cerebrovascular que puede
manifestarse en aporte nutricional reducido a las neuronas, y posterior muerte neuronal. Dado que VEGF-B se
expresa abundantemente en el cerebro y puede ser responsable de al menos un aspecto de la captacion de
nutrientes a las células, es decir, FFA, se postula que la pérdida, o regulacién negativa de VEGF-B puede alterar la
captacion de FFA en las neuronas, y provocar de este modo insuficiencia nutricional de las neuronas que conduce a
muerte neuronal. Otras enfermedades neuronales, como ALS, también pueden estar causadas por un defecto
cerebrovascular (Storkebaum et al., Nat. Neurosci., 8: 85-92, 2005; Storkebaum et al., Bioessays, 26: 943-943, 2004;
Storkebaum et al., J. Clin. Invest., 113: 14-18,2004).

El factor de crecimiento endotelial vascular B (VEGF-B) se expresa abundantemente en varios 6rganos con una alta
renovacion metabdlica, como el corazén, musculo esquelético, grasa parda, cortex cerebral y en células parietales
secretoras gastricas. Se ha documentado bien que todos estos érganos y células usan acidos grasos libres (FFA)
como su principal fuente para la produccién de energia en condiciones fisiolégicas normales. La fuente final de FFA
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para la mayoria de las células es el plasma en el que la albumina del suero es la proteina de transporte principal. El
FFA derivado de plasma tiene que atravesar la pared de los vasos sanguineos para usarse por las células
parenquimales que requieren energia del corazon, musculos, grasa parda, cerebro, etc. (Van der Vusse et al., Adv.
Exp. Med. BiolL, 441: 181-191, 1998).

VEGF- B se une al receptor de VEGF 1 (VEGFR- |) que se expresa principalmente por células endoteliales de la
pared de los vasos sanguineos. Los animales deficientes en VEGF-B son principalmente normales, lo que sugiere
que VEGF-B no tiene un papel importante en el desarrollo del sistema vascular durante la embriogénesis, ni tiene un
papel esencial en el mantenimiento del sistema vascular en animales adultos. En ciertas situaciones de tension (por
ejemplo, después de un infarto de miocardio inducido de forma experimental), sin embargo, los animales deficientes
en VEGF-B no se recuperan ni revascularizan la zona infartada del corazén tan bien como los ratones normales
(Publicacion de Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 2005/0214280).

El término “VEGF-B” como se usa en el presente documento abarca los polipéptidos identificados como VEGF-B en
la Patente de Estados Unidos N° 6.331.301, asi como la Solicitud de Estados Unidos publicada N° 2003/0008824.
Un ADNc de VEGF-B humano y secuencia de aminoacidos deducida se exponen en la SEC ID N° 1y 2,
respectivamente.

VEGF- B comprende, pero sin limitacion, las isoformas tanto del VEGF- B1s7 (SEC ID N°: 3) como de VEGF- B1s7 de
raton (SEC ID N°: 7) y/o VEGF- B1gs humano (SEC ID N°: 4) y VEGF- B1gs de raton (SEC ID N°: 8) o un fragmento o
analogo de las mismas que tenga la capacidad de unirse a VEGFR-I. Los analogos activos pueden mostrar al menos
85% de identidad de secuencia, preferentemente al menos 90% de identidad de secuencia, particularmente
preferentemente al menos 95% de identidad de secuencia, y especialmente preferentemente al menos 98% de
identidad de secuencia con los polipéptidos de VEGF-B naturales, como se determina por analisis de BLAST. La
sustancia activa tipicamente incluira la secuencia de aminoacidos Pro- Xaa- Cys- Val- Xaa- Xaa- Xaa- Arg- Cys-
Xaa- Gly-Cys-Cys (donde Xaa puede ser cualquier aminoacido) (SEC ID N°: 9) que es caracteristica de VEGF-B.
Los ejemplos describen ensayos in vitro e in vivo para confirmar que cualquier analogo de VEGF-B seleccionado
tenga actividad moduladora de FATP. También se contempla que neuropilina-1 tiene actividad moduladora de FATP
ya que es un correceptor para la unién de VEGF-B con VEGFR-1.

A. Preparacion de ADN que codifica polipéptidos de VEGF-B

Puede obtenerse facilmente una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido de VEGF-B de una
diversidad de maneras, incluyendo, sin limitacion, sintesis quimica, exploracion de biblioteca de ADNc o genémica,
exploracién de biblioteca de expresion y/o amplificacién por PCR de ADNc. Estos métodos y otros Utiles para aislar
dicho ADN se exponen, por ejemplo, en Sambrook, et al., “Molecular Cloning: A Laboratory Manual,” Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y. (1989), en Ausubel, et al., eds., “Current Protocols In Molecular
Biology,” Current Protocols Press (1994), y en Berger y Kimmel, “Methods In Enzymology: Gulde To Molecular
Cloning Techniques,” vol. 152, Academic Press, Inc., San Diego, Calif. (1987). En una realizacion, las secuencias de
acido nucleico que codifican VEGF-B son secuencias de mamifero. Especificamente, las secuencias de acido
nucleico que codifican VEGF-B son humanas y de otros primates.

Puede conseguirse sintesis quimica de una molécula de acido nucleico de VEGF-B usando métodos bien conocidos
en la técnica, tales como los expuestos por Engels, et al., Angew. Chem. Intl. Ed., 28: 716-734 (1989). Estos
métodos incluyen, entre otros, los métodos de sintesis de acido nucleico de fosfotriéster, fosforamidita y H-fosfonato.
Tipicamente, la molécula de acido nucleico que codifica el polipéptido de VEGF-B de longitud completa sera de
varios cientos de pares de bases (pb) o nucleétidos de longitud. Los acidos nucleicos mayores de aproximadamente
100 nucledtidos de longitud pueden sintetizarse como varios fragmentos, siendo cada fragmento de hasta
aproximadamente 100 nucledtidos de longitud. ElI fragmento puede después ligarse, como se describe
posteriormente, para formar un acido nucleico de longitud completa que codifique el polipéptido de VEGF-B. Un
método es la sintesis apoyada por polimeros usando quimica de fosforamidita convencional.

Como alternativa, el acido nucleico que codifica un polipéptido de VEGF-B puede obtenerse explorando una
biblioteca de ADNc apropiada preparada de una o mas fuentes tisulares que expresen el polipéptido, o una
biblioteca genémica de cualquier subespecie. La fuente de la biblioteca genédmica puede ser cualquier tejido o tejidos
de cualquier mamifero u otra especie que se cree que alberga un gen que codifica VEGF-B o un homdélogo de
VEGF-B.

La biblioteca puede explorarse con respecto a la presencia del gen/ADNc de VEGF-B usando una o mas sondas de
acido nucleico (oligonucleétidos, ADNc o fragmentos de ADN gendmico que poseen un nivel aceptable de
homologia con el ADNc de VEGF-B u homélogo de VEGF-B o el gen para clonar) que hibridaran selectivamente con
ADNc de VEGF-B u homdlogo de VEGF-B o gen o genes que estan presentes en la biblioteca. Las sondas son
preferentemente complementarias de o codifican una regiéon pequefia de la secuencia de ADN de VEGF-B de la
misma o una especie similar a la especie de la que se preparé la biblioteca. Como alternativa, las sondas pueden
degenerar, como se analiza posteriormente.
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Cuando se usan fragmentos de ADN (tales como ADNc) como sondas, son condiciones de hibridacion tipicas las
expuestas por ejemplo en Ausubel, et al., eds., mencionado anteriormente. Después de la hibridacion, la mancha de
transferencia que contiene la biblioteca se lava a una rigurosidad adecuada, dependiendo de varios factores tales
como tamafio de la sonda, homologia esperada de la sonda con el clon, tipo de biblioteca que se explora, numero de
clones que se exploran y similares. Son ejemplos de soluciones de lavado rigurosas (que son habitualmente de
fuerza ionica baja y se usan a temperaturas relativamente altas) las siguientes. Uno de dichos lavados rigurosos es
NaCl 0,015 M, Na Citrato 0,005 M y SDS 0,1 por ciento a 55-65 °C. Otro de dichos tampones rigurosos es Na; EDTA
1 mM, NaHPO4 40 mM, pH 7,2 y SDS 1% a aproximadamente 40-50 °C. Otro lavado riguroso es SSC 0,2 x y SDS
0,1% a aproximadamente 50-65 °C. Dichas condiciones de hibridaciéon son aplicables a cualquier polinucleétido que
codifique uno o mas de los factores de crecimiento de la presente invencion.

Otro método adecuado para obtener un acido nucleico que codifica un polipéptido de VEGF-B es la reacciéon en
cadena de la polimerasa (PCR). En este método, se extrae ARN poli(A)+ o ARN total de un tejido que expresa
VEGF-B. Se prepara después ADNc a partir del ARN usando la enzima transcriptasa inversa. Después se afiaden
dos cebadores tipicamente complementarios de dos regiones separadas del ADNc de VEGF-B (oligonucleétidos) al
ADNC junto con una polimerasa tal como Taq polimerasa, y la polimerasa amplifica la regién de ADNc entre los dos
cebadores.

B. Preparacion de un vector para la expresion de VEGF-B

Después de clonar, se ha aislado el ADNc o gen que codifica un polipéptido de VEGF-B o fragmento del mismo, se
inserta preferentemente en un vector de amplificacion y/o expresion para aumentar el nimero de copias del gen y/o
para expresar el polipéptido en una célula hospedadora adecuada y/o para transformar las células en un organismo
diana (para expresar VEGF-B in vivo). Son adecuados numerosos vectores disponibles en el mercado, aunque
también pueden usarse vectores “hechos a peticion”. El vector se selecciona para ser funcional en una célula
hospedadora o tejido hospedador particular (es decir, el vector es compatible con la maquinaria de la célula
hospedadora de modo que pueda producirse amplificacion del gen de VEGF-B y/o expresién del gen). El polipéptido
de VEGF-B o fragmento del mismo puede amplificarse/expresarse en células hospedadoras procariotas, de
levadura, de insecto (sistemas de baculovirus) y/o eucariotas. La seleccién de la célula hospedadora dependera al
menos en parte de si el polipéptido de VEGF-B o fragmento del mismo debe glicosilarse. De ser asi, son preferibles
células hospedadoras de levadura, insecto o mamifero; las células de levadura glicosilaran el polipéptido si esta
presente un sitio de glicosilacion en la secuencia de aminoacidos de VEGF-B.

Tipicamente, los vectores usados en cualquiera de las células hospedadoras contendran una secuencia flanqueante
5’ y otros elementos reguladores asi como potenciador o potenciadores, un elemento de origen de replicacion, un
elemento de terminacién de la transcripcidon, una secuencia intronica completa que contiene un sitio de corte y
empalme donador y aceptor, una secuencia de péptido sefial, un elemento de sitio de unién a ribosoma, una
secuencia de poliadenilacién, una regién polienlazadora para insertar el acido nucleico que codifica el polipéptido
para expresar, y un elemento marcador seleccionable. Opcionalmente, el vector puede contener una secuencia
“marcadora”, es decir, una secuencia oligonucleotidica localizada en el extremo 5" o 3’ de la secuencia codificadora
de VEGF-B que codifica poliHis (tal como hexaHis) u otra secuencia inmunogénica pequefia. Este marcador puede
expresarse junto con la proteina, y puede actuar como un marcador de afinidad para purificacion del polipéptido de
VEGF-B de la célula hospedadora. Opcionalmente, el marcador puede retirarse posteriormente del polipéptido de
VEGF-B purificado por diversos medios tales como, por ejemplo, usando una peptidasa seleccionada.

El vector/construccién de expresion puede contener opcionalmente elementos tales como una secuencia
flanqueante 5’, un origen de replicacion, una secuencia de terminacion de la transcripcién, una secuencia de
marcador seleccionable, un sitio de unién a ribosoma, una secuencia sefial y una o mas secuencias intrénicas. La
secuencia flanqueante 5’ puede ser homologa (es decir, de la misma especie y/o cepa que la célula hospedadora),
heteréloga (es decir, de especies distintas de la especie o cepa de células hospedadoras), hibrida (es decir, una
combinacién de secuencias flanqueantes p5’ de mas de una fuente), sintética, o puede ser la secuencia flanqueante
5’ de VEGF-B nativa. Como tal, la fuente de la secuencia flanqueante 5 puede ser cualquier organismo unicelular
procariota o eucariota, cualquier organismo vertebrado o invertebrado, o cualquier planta, siempre que la secuencia
flanqueante 5’ sea funcional en, y pueda activarse por, la maquinaria de la célula hospedadora.

Un origen de replicacion es tipicamente una parte de los vectores de expresion procariotas comerciales, y ayuda en
la amplificaciéon del vector en una célula hospedadora. La amplificacién del vector a un cierto nimero de copias
puede, en algunos casos, ser importante para la expresion 6ptima del polipéptido de VEGF-B. Si el vector elegido no
contiene un sitio de origen de replicacion, puede sintetizarse quimicamente uno basandose en una secuencia
conocida, y ligarse en el vector.

Un elemento de terminacion de la transcripcién se localiza tipicamente 3’ del extremo de la secuencia codificante del
polipéptido VEGF-B y actuia para terminar la transcripcion del polipéptido de VEGF-B. Habitualmente, el elemento de
terminacion de la transcripcion en células procariotas es un fragmento rico en G-C seguido de una secuencia de poli
T. Dichos elementos pueden clonarse de una biblioteca, obtenerse comercialmente como parte de un vector, y
sintetizarse facilmente.
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Los genes marcadores seleccionables codifican proteinas necesarias para la supervivencia y crecimiento de una
célula hospedadora cultivada en un medio de cultivo selectivo. Los genes marcadores de seleccion tipicos codifican
proteinas que (a) confieren una resistencia a antibidticos u otras toxinas, por ejemplo, ampicilina, tetraciclina o
kanamicina para células hospedadoras procariotas, (b) complementan las deficiencias auxotréficas de la célula; o (c)
suministran nutrientes criticos no disponibles de medios complejos.

Es necesario un elemento de unién a ribosoma, habitualmente llamado la secuencia Shine- Dalgarno (procariotas) o
la secuencia Kozak (eucariotas), para el inicio de la traduccion de ARNm. El elemento esta localizado tipicamente 3’
del promotor y 5’ de la secuencia codificante del polipéptido para sintetizar. La secuencia Shine- Dalgarno varia pero
es tipicamente una polipurina (es decir, que tiene un alto contenido de A-G). Se han identificado muchas secuencias
Shine- Dalgarno, cada una de las cuales puede sintetizarse faciimente usando métodos expuestos anteriormente.

Todos los elementos expuestos anteriormente, asi como otros utiles en la presente invencion, se conocen bien por
los expertos en la materia y se describen, por ejemplo, en Sambrook, et al., “Molecular Cloning: A Laboratory
Manual,” Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y. (1989) y Berger, et al., eds., “Guide To
Molecular Cloning Techniques,” Academic Press, Inc., San Diego, Calif. (1987).

Cuando debe secretarse el VEGF-B recombinante, se incluye preferentemente una secuencia sefial para dirigir la
secrecion de la célula en la que se sintetiza. Tipicamente, la secuencia sefial se posiciona en la regién codificante
del transgén hacia o en el extremo 5 de la region codificante. Se han identificado muchas secuencias sefial, y
cualquiera de ellas que sea funcional en el tejido transgénico puede usarse junto con el transgén. Por lo tanto, la
secuencia sefal puede ser homologa o heteréloga, del transgén, y puede ser homoéloga o heteréloga del mamifero
transgénico. Adicionalmente, la secuencia sefial puede sintetizarse quimicamente usando métodos expuestos
anteriormente. Sin embargo, para fines del presente documento, las secuencias sefial preferidas son las que
aparecen de forma natural con el transgén (es decir, son homodlogas del transgén).

En muchos casos, la transcripcion génica aumenta por la presencia de uno o mas intrones en el vector. El intron
puede ser de origen natural dentro de la secuencia transgénica, especialmente cuando el transgén es de longitud
completa o un fragmento de una secuencia de ADN gendmico. Cuando el intrén no es de origen natural dentro de la
secuencia de ADN (como para la mayoria de los ADNc), el intron o los intrones pueden obtenerse de otra fuente. El
intrén puede ser homdlogo o heterdélogo del transgén y/o del mamifero transgénico. La posicién del intrén con
respecto al promotor y el transgén es importante, ya que el intron debe transcribirse para ser eficaz. Como tal,
cuando el transgén es una secuencia de ADNc, la posicidon preferida para el intrén es 3’ del sitio de inicio de la
transcripcion, y 5’ de la secuencia de terminacion de la transcripcion poliA. Preferentemente para transgenes de
ADNC, el intron se localizara en un lateral o el otro (es decir, 5’ o 3’) de la secuencia transgénica de modo que no
interrumpa la secuencia transgénica. Puede usarse cualquier intron de cualquier fuente, incluyendo cualquier
organismo viral, procariota y eucariota (planta o animal), para expresar VEGF-B, siempre que sea compatible con la
célula o las células hospedadoras en las que se inserta. También se incluyen en el presente documento intrones
sintéticos. Opcionalmente, puede usarse mas de un intrén en el vector.

Son vectores preferidos para la expresion recombinante de proteina de VEGF-B los que son compatibles con células
hospedadoras bacterianas, de insectos y de mamiferos. Dichos vectores incluyen, entre otros, pCRII (Invitrogen
Company, San Diego, Calif.), pBSII (Stratagene Company, La Jolla, Calif.), y pETL (BlueBacll; Invitrogen).

Después de que se haya construido el vector y se haya insertado un acido nucleico de VEGF-B en el sitio apropiado
del vector, el vector completado puede insertarse en una célula hospedadora adecuada para amplificacion y/o
expresion del polipéptido de VEGF-B. Las células hospedadoras tipicamente usadas incluyen, sin limitacion: células
procariotas tales como células gram negativas o gram positivas, es decir, cualquier cepa de E. coli, Bacillus,
Streptomyces, Saccharomyces, Salmonella, y similares; células eucariotas tales como células CHO (ovario de
hamster Chino), células 293 de rifion humano, células COS-7; células de insecto tales como Sf4, Sf5, Sf9 y Sf21 y
High 5 (todas de Invitrogen Company, San Diego, Calif.); y diversas células de levadura tales como Saccharomyces
y Pichia.

La insercion (también denominada como la “transformacion” o “transfeccion”) del vector en la célula hospedadora
seleccionada puede conseguirse usando métodos tales como el método de cloruro de calcio, electroporacion,
microinyeccion, lipofeccion o DEAE-dextrano. El método seleccionado sera en parte en funcion del tipo de célula
hospedadora para usar. Estos métodos y otros métodos adecuados se conocen bien por el experto en la materia, y
se exponen, por ejemplo, en Sambrook, et al., mencionado anteriormente.

Las células hospedadoras que contienen el vector (es decir, transformadas o transfectadas) pueden cultivarse
usando medios convencionales bien conocidos por los expertos en la materia. Los medios contendran habitualmente
todos los nutrientes necesarios para el crecimiento y supervivencia de las células. Los medios adecuados para
cultivar células de E. coli son, por ejemplo, Caldo de Luria (LB) y/o Caldo Terrific (TB). Son medios adecuados para
cultivar células eucariotas RPM11640, MEM, DMEM, todos los cuales pueden complementarse con suero y/o
factores de crecimiento segun se requiera por la linea celular particular que se cultive. Un medio adecuado para
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cultivos de insecto es medio de Grace complementado con yeastolate, hidrolizado de lactalbiumina y/o suero de
ternero fetal segun sea necesario.

Tipicamente, un antibiético u otro compuesto util para el crecimiento selectivo de las células transformadas
solamente se afade como un complemento al medio. El compuesto para usar se dictaminara por el elemento
marcador seleccionable presente en el plasmido con el que se transformé la célula hospedadora. Por ejemplo,
cuando el elemento marcador seleccionable sea resistencia a kanamicina, el compuesto afiadido al medio de cultivo
sera kanamicina.

La cantidad de polipéptido de VEGF-B producido en la célula hospedadora puede evaluarse usando métodos
convencionales conocidos en la técnica. Dichos métodos incluyen, sin limitacion, analisis de transferencia de
Western, electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS, electroforesis en gel no desnaturalizante, separaciéon por
HPLC, inmunoprecipitacion y/o ensayos de actividad tales como ensayos de unidon a VEGFR-1 o ensayos de
estimulacion de células.

C. Purificacién de polipéptidos de VEGF-B

Los polipéptidos de VEGF- B se expresan y purifican preferentemente como se describe en la Patente de Estados
Unidos N° 6.331.301.

Si el polipéptido de VEGF-B se disefia para que se secrete de las células hospedadoras, la mayor parte del
polipéptido probablemente se encuentre en el medio de cultivo celular. Si, sin embargo, el polipéptido de VEGF-B no
se secreta de las células hospedadoras, estara presente en el citoplasma (para eucariotas, bacterias gram positivas
y célula hospedadoras de insectos) o en el periplasma (para células hospedadoras bacterianas gram negativas).

Para VEGF-B intracelular, las células hospedadoras se alteran en primer lugar de forma mecanica u osmética para
liberar los contenidos del citoplasma en una solucién tamponada. El polipéptido se aisla después de esta solucion.

La purificacién de polipéptido de VEGF-B de la solucion puede conseguirse usando una diversidad de técnicas. Si el
polipéptido se ha sintetizado de modo que contenga un marcador tal como Hexahistidina (VEGF- B/ hexaHis) u otro
péptido pequefio en su extremo carboxilo o amino terminal, puede purificarse esencialmente en un procedimiento de
una etapa pasando la solucion a través de una columna de afinidad en la que la matriz de columna tiene una alta
afinidad por el marcador o por el polipéptido directamente (es decir, un anticuerpo monoclonal que reconoce
especificamente VEGF-B). Por ejemplo, la polihistidina se une con gran afinidad y especificidad al niquel, por lo
tanto puede usarse una columna de afinidad de niquel (tal como las columnas de niquel Qiagen) para purificacion de
VEGF-B/poliHis. (Véase, por ejemplo, Ausubel, et al., eds., “Current Protocols In Molecular Biology,” Seccion
10.11.8, John Wiley & Sons, Nueva York (1993)).

La fuerte afinidad de VEGF-B por su receptor VEGFR-1 permite la purificacion de afinidad de VEGF-B usando una
matriz de afinidad que comprende dominio extracelular de VEGFR-1. Ademas, cuando el polipéptido de VEGF-B no
tiene marcador y no estan disponibles anticuerpos, pueden usarse otros procedimientos bien conocidos para
purificacion. Dichos procedimientos incluyen, sin limitacion, cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de
tamiz molecular, HPLC, electroforesis en gel nativo en combinacién con eluciéon en gel, e isoelectroenfoque
preparatorio (maquina/técnica “Isoprime”, Hoefer Scientific). En algunos casos, pueden combinarse dos o mas de
estas técnicas para conseguir pureza aumentada. Los métodos preferidos para purificacion incluyen marcaje con
poliHistidina y cromatografia de intercambio iénico en combinacién con isoelectroenfoque preparatorio.

El polipéptido de VEGF-B hallado en el espacio periplasmico de las bacterias o el citoplasma de células eucariotas,
los contenidos del periplasma o citoplasma, incluyendo cuerpos de inclusién (bacterias) si el polipéptido procesado
ha formado dichos complejos, pueden extraerse de la célula hospedadora usando cualquier técnica convencional
conocida por el experto en la materia. Por ejemplo, las células hospedadoras pueden lisarse para liberar los
contenidos del periplasma por prensa francesa, homogeneizacion y/o sonicacién. El homogeneizado puede después
centrifugarse.

Si el polipéptido de VEGF-B ha formado cuerpos de inclusion en el periplasma, los cuerpos de inclusién pueden con
frecuencia unirse a las membranas celulares interna y/o externa y por lo tanto se encontraran principalmente en el
material de sedimento después de centrifugacion. El material de sedimento puede después tratarse con un agente
caotropico tal como guanidina o urea para liberar, descomponer y solubilizar los cuerpos de inclusién. El polipéptido
de VEGF-B en su forma ahora soluble puede después analizarse usando electroforesis en gel, inmunoprecipitacion
o similares. Si se desea aislar el polipéptido de VEGF-B, puede conseguirse aislamiento usando métodos
convencionales tales como los expuestos posteriormente y en Marston, et al., Meth. Enz., 182: 264-275 (1990).

Si no se forman cuerpos de inclusion de polipéptido de VEGF-B en un grado significativo en el periplasma de la
célula hospedadora, el polipéptido de VEGF-B se encontrara principalmente en el sobrenadante después de
centrifugacion del homogeneizado celular, y el polipéptido de VEGF-B puede aislarse del sobrenadante usando
métodos tales como los expuestos posteriormente.
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En las situaciones en las que sea preferible aislar parcial o completamente el polipéptido de VEGF-B, puede
conseguirse purificacion usando métodos convencionales bien conocidos por los expertos en la materia. Dichos
métodos incluyen, sin limitacion, separacion por electroforesis seguida de electroelucion, diversos tipos de
cromatografia (inmunoafinidad, tamiz molecular y/o intercambio iénico) y/o cromatografia liquida de alta presién. En
algunos casos, puede ser preferible usar mas de uno de estos métodos para purificaciéon completa.

D. Anticuerpos anti-VEGF-B terapéuticos

Se contemplan anticuerpos anti VEGF-B como se describen en la Patente de Estados Unidos N° 6.331.301 para su
uso en la practica de la presente invenciéon. Dichos anticuerpos pueden usarse para purificacion de VEGF-B, o
terapéuticamente cuando se desee inhibiciéon de VEGF-B. Véase también los documentos WO 2005/087812, WO
2005/087808, Publicaciéon de Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 2005- 0282233 y Publicacion de Solicitud
de Patente de Estados Unidos N° 2006- 0030000.

Pueden prepararse anticuerpos anti VEGF-B policlonales o monoclonales terapéuticos utiles en la practica de la
invencion en animales de laboratorio o por técnicas de ADN recombinante usando los siguientes métodos. Los
anticuerpos policlonales para la molécula de VEGF-B o un fragmento de la misma que contienen la secuencia de
aminoacidos diana generalmente se inducen en animales por inyecciones multiples subcutaneas (sc) o
intraperitoneales (ip) de la molécula de VEGF-B en combinacién con un adyuvante tal como adyuvante de Freund
(completo o incompleto). Para potenciar la inmunogenicidad, puede ser Gtil conjugar en primer lugar la molécula de
VEGF-B o un fragmento que contiene la secuencia de aminoacidos diana con una proteina que es inmunogénica en
la especie para inmunizar, por ejemplo, hemocianina de lapa californiana, albumina de suero, tiroglobulina bovina o
inhibidor de tripsina de soja usando un agente bifuncional o derivatizante, por ejemplo, maleimidobenzoil
sulfosuccinimida éster (conjugacion a través de restos de cisteina), N-hidroxisuccinimida (a través de restos de
lisina), glutaraldehido, anhidrido succinico, SOCs, 0 R' N=C=NR, en la que R y R' son grupos alquilo diferentes.
Como alternativa, pueden producirse conjugados inmunogénicos de VEGF-B de forma recombinante como proteinas
de fusion.

Los animales se inmunizan contra los conjugados de VEGF-B inmunogénicos o derivados (tales como un fragmento
que contiene la secuencia de aminoacidos diana) combinando aproximadamente 1 mg o aproximadamente 1
microgramo de conjugado (para conejos o ratones, respectivamente) con aproximadamente 3 volimenes de
adyuvante completo de Freund e inyectando la solucién por via intradérmica en multiples sitios. Aproximadamente
de 7 a 14 dias después, se extrae sangre de los animales y el suero se ensaya con respecto a titulo anti VEGF-B.
Los animales se refuerzan con antigeno repetidas veces hasta que el titulo alcanza una meseta. Preferentemente, el
animal se refuerza con la misma molécula de VEGF-B o fragmento de la misma que se usé para la inmunizacion
inicial, pero conjugada con una proteina diferente y/o a través de un agente de entrecruzamiento diferente. Ademas,
se usan agentes agregantes tales como alumbre en las inyecciones para potenciar la respuesta inmunitaria.

Pueden prepararse anticuerpos monoclonales recuperando células del bazo de animales inmunizados e
inmortalizando las células de manera convencional, por ejemplo mediante fusién con células de mieloma. Los clones
después se exploran con respecto a los que expresan el anticuerpo deseado. En algunas realizaciones, el
anticuerpo monoclonal es especifico para VEGF-B. En otras realizaciones, el anticuerpo monoclonal reacciona de
forma cruzada con otros miembros de la familia de VEGF/PDGF.

Puede conseguirse preparacion de anticuerpos usando métodos de ADN recombinante, tales como el método de
presentacion de fagémidos, usando kits disponibles en el mercado, como por ejemplo, el Sistema de Anticuerpo de
Fagémido Recombinante disponible de Pharmacia (Uppsala, Suecia), o el sistema de presentacion de fagos
SurfZAP™ (Stratagene Inc., La Jolla, Calif.).

Preferentemente, los anticuerpos para administracion a seres humanos, aunque estén preparados en un animal de
laboratorio tal como un ratdn, seran “humanizados”, o quiméricos, es decir hechos para ser compatibles con el
sistema inmunitario humano de modo que un paciente humano no desarrolle una respuesta inmunitaria al
anticuerpo. Aun mas preferentemente, los anticuerpos humanos que pueden prepararse ahora usando métodos
tales como los descritos por ejemplo en Lonberg, et al, Nature Genetics, 7: 13-21 (1994) se prefieren para
administracion terapéutica a pacientes.

1. Humanizacién de anticuerpos monoclonales anti VEGF-B

Los anticuerpos neutralizantes de VEGF-B comprenden una clase de compuestos terapéuticos utiles como
antagonistas de VEGF-B. A continuacion hay protocolos para mejorar la utilidad de anticuerpos monoclonales anti
VEGF-B como compuestos terapéuticos en seres humanos, “humanizando” los anticuerpos monoclonales para
mejorar su semivida en suero y hacerlos menos inmunogénicos en hospedadores humanos (es decir, para evitar la
respuesta de anticuerpos humanos a anticuerpos anti VEGF-B no humanos).

Los principios de humanizacion se han descrito en la bibliografia y se facilitan por la disposicion modular de
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proteinas de anticuerpo. Para minimizar la posibilidad de unién del complemento, se prefiere un anticuerpo
humanizado del isotipo IgGa.

Por ejemplo, se consigue un nivel de humanizacién generando anticuerpos quiméricos que comprenden los
dominios variables de proteinas de anticuerpo no humano de interés, tales como los anticuerpos monoclonales anti
VEGF-B descritos en el presente documento, con los dominios constantes de moléculas de anticuerpo humanas.
(Véase, por ejemplo, Morrison y Oi, Adv. Immunol., 44: 65-92 (1989)). Los dominios variables de anticuerpos anti
VEGF-B neutralizadores de VEGF-B se clonan a partir del ADN gendmico de un hibridoma de linfocitos B o de ADNc
generado a partir de ARNm aislado del hibridoma de interés. Los fragmentos génicos de region V se ligan a exones
que codifican dominios constantes de anticuerpo humano, y la construcciéon resultante se expresa en células
hospedadoras de mamifero adecuadas (por ejemplo, células de mieloma o CHO).

Para conseguir un nivel aun mayor de humanizacion, solamente se clonan en secuencias de anticuerpos humanos
las partes de los fragmentos del gen de regién variable que codifican regiones determinantes de complementariedad
(“CDR”) de unién a antigeno de los genes de anticuerpo monoclonal no humano (véase, por ejemplo, Jones, et al.,
Nature, 321: 522-525 (1986); Riechmann, et al., Nature, 332: 323-327 (1988); Verhoeyen, et al., Science, 239: 1534-
36 (1988); y Tempest, et al., BiolTechnology, 9: 266-71 (1991)). Si es necesario, el armazén de lamina beta del
anticuerpo humano que rodea las regiones CDR3 también se modifica para reflejar mas estrechamente la estructura
tridimensional del dominio de unién a antigeno del anticuerpo monoclonal original (véase, Kettleborough, et al.,
Protein Engin., 4: 773-783 (1991); y Foote, et al., J. Mol. Biol., 224: 487-499 (1992)).

En un enfoque alternativo, la superficie de un anticuerpo monoclonal no humano de interés se humaniza alterando
restos de superficie seleccionados del anticuerpo no humano, por ejemplo, mediante mutagénesis dirigida,
conservando a la vez todos los restos internos y en contacto del anticuerpo no humano. Véase Padlan, Molecular
Immunol., 28 (4/5): 489-98 (1991).

Los enfoques anteriores se emplean usando anticuerpos monoclonales anti VEGF-B neutralizantes de VEGF-B y los
hibridomas que los producen para generar anticuerpos neutralizantes de VEGF-B humanizados utiles como
compuestos terapéuticos para tratar o aliviar afecciones en las que la expresion de VEGF-B es perjudicial.

2. Anticuerpos neutralizantes de VEGF-B humanos de presentacion de fagos

Se generan anticuerpos neutralizantes de VEGF-B humanos mediante técnicas de presentacion de fagos tales como
las descritas en Aujame, et al., Human Antibodies, 8(4): 155-168(1997); Hoogenboom, TIBTECH, 15: 62-70(1997); y
Rader, et al., Curr. Opin. Biotechnol., 8: 503- 508 (1997).

Por ejemplo, las regiones variables de anticuerpo en forma de fragmentos Fab o fragmentos Fv monocatenarios
ligados se fusionan con el extremo amino terminal o proteina de recubrimiento menor de fago filamentoso plll. La
expresion de la proteina de fusion e incorporacion de la misma en el recubrimiento de fago maduro da como
resultado particulas de fago que presentan un anticuerpo en su superficie y contienen el material genético que
codifica el anticuerpo. Una biblioteca de fagos que comprende dichas construcciones se expresa en bacterias, y la
biblioteca se selecciona (se explora) con respecto a anticuerpos de fago especificos de VEGF-B usando VEGF-B
marcado o inmovilizado respectivamente como sonda antigénica.

3. Anticuerpos neutralizantes de VEGF-B humanos de ratones transgénicos

Se generan anticuerpos neutralizantes de VEGF-B humanos en ratones transgénicos esencialmente como se
describe en Bruggemannand y Neuberger, Immunol. Today, 17(8): 391-97(1996) y Bruggemannand Taussig, Curr.
Opin. Biotechnol., 8: 455-58(1997). Los ratones transgénicos que portan segmentos génicos V humanos en
configuracion de linea germinal y que expresan estos transgenes en sus tejidos linfoides se inmunizan con
composicion de VEGF-B usando protocolos de inmunizaciéon convencionales. Se generan hibridomas usando
linfocitos B de los ratones inmunizados usando protocolos convencionales y se exploran para identificar hibridomas
que secretan anticuerpos humanos anti VEGF-B (por ejemplo, como se han descrito anteriormente).

4. Anticuerpos biespecificos

Los Anticuerpos biespecificos que se unen especificamente con una proteina (por ejemplo, VEGF-B) y que se unen
especificamente con otros antigenos relevantes para la patologia y/o tratamiento se producen, aislan y ensayan
usando procedimientos convencionales que se han descrito en la bibliografia. Véase, por ejemplo, Pluckthun &
Pack, Immunotechnology, 3: 83-105 (1997); Carter, et al, J. Hematotherapy, 4: 463-470 (1995); Renner &
Pfreundschuh, Immunological Reviews, 1995, N° 145, pp. 179-209; Pfreundschuh Patente de Estados Unidos N°
5.643.759; Segal, et al., J. Hematotherapy, 4: 377-382 (1995); Segal, et al., Inmunobiology, 185: 390-402 (1992); y
Bolhuis, et al., Cancer Immunol. Immunother., 34: 1-8 (1991); Por ejemplo, en una realizaciéon, se contemplan
anticuerpos biespecificos que se unen especificamente a VEGF-B y se unen especificamente a VEGF-A o P1GF.

E. Moléculas antisentido y terapia
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Otra clase de inhibidores de VEGF-B (tiles en la presente invencion son moléculas de acido nucleico antisentido
aislado que hibridan con, o son complementarias a, la molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de
nucleétidos de VEGF-B, o fragmentos, analogos o derivados del mismo. Un acido nucleico "antisentido” comprende
una secuencia de nucleétidos que es complementaria a un acido nucleico "con sentido" que codifica una proteina
(por ejemplo, complementario a la hebra codificante de una molécula de ADNc bicatenaria o complementaria a una
secuencia de ARNm). (Véase, por ejemplo, Uhlmann, et al. Antisense oligonucleotides: A new therapeutic principle.
Chemical Reviews 1990, 90: 543-584; Crooke, et al. "Antisense Research and Applications”, CRC Press (1993);
Mesmaekar, et al. "Antisense Oligonucleotides", Acc. Chem. Res. 1995, 28: 366-374; Stein. "The experimental use of
antisense oligonucleotides: a guide for the perplexed". J. Clin. Invest. 2001, 108, 641-644, y las Patentes de los
Estados Unidos N°: 6.117.992, 6.127.121, 6.235.887, 6.232.463, 6.579.704, 5.596.091, 6.031.086 y 6.117.992). En
aspectos especificos, se proporcionan moléculas de acido nucleico antisentido que comprenden una
complementariedad de secuencia de al menos 10, 25, 50, 100, 250 o 500 nucleétidos o una hebra codificante de
VEGF-B completa, o solo a una porcidon de la misma. También se proporcionan fragmentos codificantes de
moléculas de acido nucleico, homologos, derivados y analogos de acidos nucleicos antisentido de VEGF-B
complementarios a una secuencia de acido nucleico de VEGF-B.

En una realizacién, una molécula de acido nucleico antisentido es antisentido con una "region codificante” de la
hebra codificante de una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina VEGF-B. La expresion "region
codificante” se refiere a la regién de la secuencia de nucleétidos que comprende codones que se traducen en restos
de acidos nucleicos. En otra realizacion, la molécula de acido nucleico antisentido es antisentido con una "regién
flanco" de la hebra codificante de una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina VEGF-B. La expresion
"region flanco" se refiere a secuencias 5' y 3' que flanquean a la region codificante y que no se traducen en
aminoacidos (es decir, también citadas como regiones 5'y 3' no traducidas).

Dadas las secuencias de hebra codificante que codifican la proteina VEGF-B divulgada en el presente documento,
los acidos nucleicos antisentido de la invencion pueden designarse de acuerdo con las reglas de Watson y Crick o
de emparejamiento de bases de Hoogsteen. La molécula de acido nucleico antisentido puede ser complementaria a
la region codificante completa del ARNm de VEGF-B, pero mas preferentemente es un oligonucleétido que es
antisentido solo a una porcion de la region codificante o no codificante de ARNm de VEGF-B. Por ejemplo, el
oligonucledtido antisentido puede ser complementario a la regién que rodea el sitio de inicio de la traduccién del
ARNm de VEGF-B. Un oligonucleétido antisentido puede ser, por ejemplo, de aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25,
30, 35, 40, 45 o 50 nucledtidos de longitud. Un acido nucleico antisentido de la invencion puede construirse usando
reacciones de sintesis quimica o de ligacion enzimatica usando procedimientos conocidos en la técnica. Por
ejemplo, un acido nucleico antisentido (por ejemplo, un oligonucleétido antisentido) puede sintetizarse quimicamente
usando nucledtidos de origen natural o nucleétidos modificados de maneras diversas disefiados para aumentar la
estabilidad biolégica de las moléculas o para aumentar la estabilidad fisica del doblete formado entre los acidos
nucleicos con sentido y antisentido (por ejemplo, pueden usarse derivados de fosforotioato y de acridina sustituidos).

Los ejemplos de nucleétidos modificados que pueden usarse para generar el acido nucleico antisentido incluyen: 5-
fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-clorouracilo, 5-yodouracilo, hipoxantina, xantina, 4-acetilcitosina, 5-
(carboxihidroxilmetil) uracilo, 5-carboximetilaminometil-2-tiouridina, 5-carboximetilaminometiluracilo, dihidrouracilo,
beta-D-galactosilqueosina, inosina, N6-isopenteniladenina, 1-metilguanina, 1-metilinosina, 2,2-dimetilguanina, 2-
metiladenina, 2- metilguanina, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-adenina, 7-metilguanina, 5-metilaminometiluracilo,
5-metoxiaminometil-2-tiouracilo, beta-D-manosilqueosina, 5-metoxicarboximetiluracilo, 5-metoxiuracilo,2-metiltio-N-
6-isopenteniladenina, acido uracilo-5-oxiacético (v), wybutoxosina, pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosina, 5-metil- 2-
tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo, metiléster de acido uracilo-5-oxiacético, acido uracilo-5-oxiacético
(v), 5- metil-2-tiouracilo, 3-(3-amino-3-N-2-carboxipropil) uracilo, (acp3)w, y 2,6-diaminopurina. Como alternativa, el
acido nucleico antisentido puede producirse bioldgicamente usando un vector de expresién en el cual se ha
subclonado un acido nucleico en orientaciéon antisentido (es decir, el ARN transcrito a partir del acido nucleico
insertado serd de una orientacion antisentido para un acido nucleico diana de interés, descrito en detalle en la
seccion siguiente).

Las moléculas de acido nucleico antisentido para su uso de acuerdo con la invencién se administran tipicamente a
un sujeto o se generan in situ de tal forma que hibridan con o se unen al ARNm celular y/o ADN genémico que
codifica VEGF-B para de este modo inhibir la expresion de la proteina (por ejemplo, inhibiendo la transcripcion y/o la
traduccioén). La hibridacién puede ser mediante complementariedad de nucleétidos convencional para formar un
doblete estable o, por ejemplo, en el caso de una molécula de acido nucleico antisentido que se una a dobletes de
ADN, mediante interacciones especificas en el surco mayor de la doble hélice. Un ejemplo de una ruta de
administracién de moléculas de acido nucleico antisentido de la invencion incluye la inyeccion directa en un sitio de
tejido. Como alternativa, las moléculas de acido nucleico antisentido pueden modificarse para dirigirse a células
seleccionadas y a continuacién administrarse de manera sistémica. Por ejemplo, para administracion sistémica, las
moléculas antisentido pueden modificarse de tal forma que se unan especificamente a receptores o antigenos
expresados en la superficie de una célula seleccionada (por ejemplo, uniendo las moléculas de acido nucleico
antisentido a péptidos o anticuerpos que se unen a receptores celulares de superficie o antigenos). Las moléculas
de acido nucleico antisentido también pueden suministrarse a células usando los vectores descritos en el presente
documento. Para lograr suficientes moléculas de acido nucleico, se prefieren construcciones de vector en las que la
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molécula de acido nucleico antisentido se coloca bajo el control de un promotor fuerte pol Il o pol llI.

Una molécula de acido nucleico antisentido para su uso de acuerdo con la invencién puede ser una molécula de
acido nucleico alfa-anomérico. Una molécula de &acido nucleico alfa-anomérico forma hibridos bicatenarios
especificos con ARN complementario en los que, al contrario de las unidades alfa usuales, las hebras son paralelas
entre si. Véase, por ejemplo, Gaultier, et al., Nucl. Acids Res., 15:6625-6641 (1987). La molécula de acido nucleico
antisentido también puede comprender un 2'-o-metilribonucleétido (véase, por ejemplo, Inoue, et al., Nucl. Acids
Res., 15:6131-6148 (1987)) o un analogo de ADN de ARN quimérico (véase, por ejemplo, Inoue, et al., FEBS Lett.,
215:327-330 (1987)).

La produccion y suministro de moléculas antisentido se facilitan proporcionando un vector que comprende una
secuencia de nucledtido antisentido complementaria a al menos una parte de la secuencia de ADN de VEGF-B. De
acuerdo con otro aspecto adicional de la invencion, dicho vector que comprende una secuencia antisentido puede
usarse para inhibir, o al menos mitigar, la expresion de VEGF-B. El uso de un vector de este tipo para inhibir la
expresion de VEGF-B se favorece en casos en los que la expresiéon de VEGF-B se asocia con un estado de
enfermedad concreta.

Tratamiento de dislipidemias

La categoria de sujetos a tratar de acuerdo con la invencién reivindicada en el presente documento son sujetos con
dislipidemias. Como se usa en el presente documento, dislipidemia es un perfil lipidico anormal en suero, plasma o
sangre en un sujeto. Un perfil lipidico anormal puede caracterizarse por niveles de colesterol total, colesterol de
lipoproteinas de baja densidad (LDL), triglicéridos, apolipoproteina (apo)-B o Lp(a) por encima del percentil 90° para
la poblacién general o niveles de colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDL) o apo A-1 por debajo del
percentil 10° para la poblacién general. La dislipidemia puede incluir hipercolesterolemia y/o hipertrigliceridemia. Los
sujetos humanos hipercolesterolémicos y sujetos humanos hipertrigliceridémicos se asocian con una incidencia
aumentada de trastornos cardiovasculares. Un sujeto hipercolesterolémico tiene un nivel de colesterol de LDL de >
160 mg/dl, o >130 mg/dl y al menos dos factores de riesgo seleccionados del grupo que consiste en género
masculino, historial familiar de enfermedad coronaria prematura, fumador, hipertension, bajo HDL (< 35 mg/dl),
diabetes melitus, hiperinsulinemia, obesidad abdominal, lipoproteinas elevadas, e historial personal de un evento
cardiovascular. Un sujeto humano hipertrigliceridémico tiene un nivel de triglicéridos (TG) de > 200 mg/dl.

Las dislipidemias a tratar de acuerdo con la invencién incluyen dislipidemias causadas por defectos génicos simples,
dislipidemias que son multifactoriales o poligénicas en origen, asi como dislipidemias que son secundarias a otros
estados de enfermedad o secundarias a agentes farmacolégicos. Los ejemplos de dislipidemias genéticas incluyen
hipercolesterolemia familiar, deficiencia familiar de apoproteina Cll, deficiencia de lipasa hepatica, hiperlipidemia
familiar combinada, disbetalipoproteinemia, y deficiencia familiar de lipoproteina lipasa.

Los compuestos anti VEGF-B para uso de acuerdo con la invenciéon pueden administrarse solos o en combinacion
con una o mas sustancias farmacolégicamente activas adicionales que tienen, por ejemplo, efectos favorables en
perturbaciones o trastornos metabdlicos frecuentemente asociados con las mismas. Son ejemplos de dichos
medicamentos los medicamentos que reducen la glucosa en sangre, antidiabéticos, principios activos para el
tratamiento de dislipidemias, medicamentos antiateroscleréticos, agentes antiobesidad, principios activos
antiinflamatorios, principios activos para el tratamiento de tumores malignos, principios activos antitromboticos,
principios activos para el tratamiento de presion sanguinea alta, principios activos para el tratamiento de insuficiencia
cardiaca y principios activos para el tratamiento y/o prevencién de complicaciones provocadas por diabetes o
asociadas con diabetes.

Ademas, los compuestos anti VEGF-B pueden administrarse en combinacion con uno o mas agentes
antihipertensivos. Son ejemplos de agentes antihipertensivos los b-bloqueantes tales como alprenolol, atenolol,
timolol pindolol, propranolol y metoprolol, inhibidores de ACE (enzima conversora de angiotensina) tales como
benazeprilo, captoprilo, alatrioprilo, enalaprilo, fosinoprilo, lisinoprilo, quinaprilo y ramiprilo, bloqueadores de canales
de calcio tales como nifedipina, felodipina, nicardipina, isradipina, nimodipina, diltiazem y verapamilo, y bloqueadores
a tales como doxazosina, urapidilo, prazosina y terazosina.

Una o mas sustancias farmacoldgicamente activas adicionales pueden combinarse con compuestos anti VEGF-B
para su uso de acuerdo con la invencién, en particular para una mejora sinérgica en el efecto. La administracion de

la combinacién de principios activos puede tener lugar por administracion separada de los principios activos al
paciente o en forma de productos de combinacién.

Ejemplos

Ejemplo 1 — Materiales y métodos

A. Expresion de proteinas de transporte de acidos grasos en corazones de ratones deficientes en VEGF-B
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Se aisld ARN celular total de corazones de ratones normales y VEGF-B -/- (Aase et al., Circ, 104: 358- 364, 2001)
usando el kit RNeasy (Qiagen). La integridad de los ARN totales se analizé en geles de formaldehido
desnaturalizantes. Se prepar6 ADN complementario a partir de 3 ng de ARN tratado con DNasa y Transcriptasa
Inversa SuperScript Il (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se realizé PCR en transcritos
inversos usando pares de cebadores enumerados en a Tabla 1. Todas las secuencias se comprobaron con respecto
a especificidad usando analisis de BLAST.

Se realizd6 PCR en tiempo real cuantitativa por duplicado usando muestras de 5 nmi de ADNc y 12,5 nmi de
Supermezcla Verde SYBR Platinum 2 x (Invitrogen) en una reaccion total de 25 m que contenia 200 nM de cebador
directo e inverso. Las reacciones se procesaron y se analizaron usando Rotor-Gene RG-3000A (Corbett Research).
Se procesaron curvas de fusién en todas las reacciones para asegurar la amplificacion de un Unico producto (datos
no mostrados). Las muestras se normalizaron a reacciones paralelas usando cebadores especificos para actina
(Tabla 1). La proporciéon de aumento/reduccion de proteinas de transporte de acidos grasos en VEGF-B -/- en
relacion con corazones normales se determiné usando el método de 2" (Livak et al., Methods, 25: 402-406,2001).
Los valores medios y las desviaciones tipicas se basaron en tres experimentos independientes.

B. Expresion proteica de proteinas de manipulacion de acidos grasos en ratones deficientes en VEGF-B

Se homogeneizaron corazones de ratones VEGF-B +/+ y -/- en tampdn de lisis que contenia Tris-HCI 50 mM pH 8,0,
NaCl 150 mM, Tritén X-100 1%, desoxicolato 0,5%, SDS 0,1%, 0,5 mmol/l e inhibidores de proteasa (Complete;
Roche). Los lisados de corazén se incubaron a 4 °C durante 30 minutos y los sobrenadantes se recogieron en dos
etapas de centrifugacion a 10.000 x g durante 20 minutos a 4 °C. Las alicuotas se sometieron a electroforesis en gel
de dodecil sulfato sédico-poliacrilamida (SDS-PAGE) (15%) en condiciones reductoras. Se realizé
inmunotransferencia usando un anticuerpo policlonal de conejo inducido contra los aminoacidos 41-140 de FATP4
de origen humano (Santa Cruz Biotechnology Inc., 1 ng Ig/ml) o un anticuerpo policlonal de conejo inducido contra
los aminoacidos 19-32 de lipasa Endotelial humana (Cayman Chemical, 1,5 ng Ig/ml) seguido de deteccién con un
anticuerpo secundario acoplado a HRP (Amersham Biosciences). Los anticuerpos unidos se visualizaron usando
ECL+ (Amersham Biosciences). Como control de carga, se visualizd la proteina del RE calnexina usando un
antisuero de conejo contra calnexina humana.

C. Expresion de FATP4 y LPL en corazones de cerdos que sobreexpresan VEGF-B-186

Se recibieron corazones de cerdos transducidos con un LacZ o hVEGF-Bigs codificado en adenovirus de Seppo
Herttuala. Se aislé6 ARN celular total de los corazones de cerdos transducidos y se realizd PCR en tiempo real
cuantitativa como se ha descrito anteriormente. Los pares de cebadores usados se enumeran a continuacion en la
Tabla 1.

Tabla 1
Nombre Oligonucledtidos Identificador de
secuencia

mFATPI Sentido: 5'- 10
tcaatgtaccaggaattacagaagg-3’
Antisentido: 11
5’-tctccaggctcagagtcagaag-3’

mFATP2 Sentido: 12
5'-ttcctgaggatacaagataccattg-3’
Antisentido: 13
5'-ttctttctggaaatgtcatgage-3’

mFATP3 Sentido: 14
5’-ctctgaacctggtgcagctcta-3’
Antisentido: 15
5’-tcgaaggtctcagacaggag-3’

mFATP4 Sentido: 16
5’-gcaagtcccatcagcaactg-3’
Antisentido: 17
5’-gggggaaatcacagcttctc-3’

mFATP5 Sentido: 18
5’-gctataccagcatgtcecgete-3’
Antisentido: 19
5’-gtggtcagagattccaggttcc-3’

mFATP6 Sentido: 20
5’-tacaaccaagtggtgacatctctg-3’
Antisentido: 21
5’-aatctcttcggtcaatgggac-3’
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Nombre Oligonucledtidos Identificador de
secuencia

mLPL Sentido: 22
5’-gcgagaacattcccttcacc-3’
Antisentido: 23
5’-aacactgctgagtcctttcce-3’

mCD36 Sentido: 24
5’-gatgagcataggacatacttagatgtg-3’
Antisentido: 25
5’-caccactccaatcccaagtaag-3’

mp-actina  |Sentido: 26
5’-actcttccagccttecttc-3’
Antisentido: 27
5’-atctccttctgcatcctgte-3’

mVEGFR-1 |Sentido: 28
5’-ttgaggagctttcaccgaac-3’
Antisentido: 29
5’-ggaggagtacaacaccacgg-3’

mVEGFR-2 |Sentido: 30
5’-agtaaaagcagggagtctgtgg-3’
Antisentido: 31

5’-agcacctctctcgtgatttcc-3’
pFATP4 Sentido: 5-tggtccgtgtcaacgagg-3’ |32

Antisentido: 33
5’-ggtggacacgttctcgec-3’

pp-actina Sentido: 34
5’-atggaatcctgcggceate-3’
Antisentido: 35
5’-gcttgctgstccacatctge-3’

p-LPL Sentido: 36
5’-catccctttcaccctgec-3’
Antisentido: 37
5’-tgtcgggcatticacaaac-3’

pPECAM Sentido: 38
5’-agcaccacttctgaactccaac-3’
Antisentido: 39

5’-ctgctctgcggtectaagtc-3’

Se prepararon muestras proteicas de corazones de cerdo transducidos con LacZ o hVEGF-B1ss como se ha descrito
anteriormente y se analizaron en SDS-PAGE al 15% seguido de andlisis de transferencia de Western usando
anticuerpos policlonales anti-FATP4 o LPL.

D. Expresion de proteinas de transporte de acidos grasos en células endoteliales

Las células endoteliales de islotes pancreaticos MILE SVEN 1 (MS1) (Arbiser et al., Am. J. Pathol., 156: 1469-1476,
2000) se cultivaron en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) que contenia FCS al 10%, glutamina y
antibidticos. El medio de cultivo se cambié cada segundo dia y las células se cultivaron hasta la confluencia. Se aislé
ARN total de las células MS1 usando el kit RNeasy (Qiagen). La integridad del ARN total se analiz6 en geles de
formaldehido desnaturalizantes. Se prepard6 ADN complementario a partir de 3 ng de ARN tratado con DNasa y
Transcriptasa Inversa SuperScriptll (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se realiz6 Q-PCR
en transcritos inversos usando pares de cebadores enumerados en la Tabla 1. Todas las secuencias se
comprobaron con respecto a especificidad usando analisis de BLAST. Para estimulacion con VEGF-B, los cultivos
se lavaron con PBS y las células MS1 se privaron de alimento en DMBM que contenia FCS al 0,5% durante 24
horas. Después de la privacion de alimento, el medio se reemplazé con DMEM que contenia FCS al 0,5% que
contenia 50 ng/ml, o 100 ng/ml de VEGF-B1s7 recombinante humano y las células se incubaron adicionalmente
durante seis o veinticuatro horas adicionales. Se aislé6 ARN total y se analiz6 la integridad del ARN como se ha
descrito anteriormente. Se preparé ADN complementario a partir de 3 ng de ARN tratado con DNasa y Transcriptasa
Inversa SuperScriptll de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Invitrogen). Se realiz6 PCR en tiempo real
cuantitativa por duplicado usando muestras de 5 ni de ADNc y 12,5 nmi de Supermezcla Verde SYBR Platinum 2 x
(Invitrogen) en una reaccion total de 25 m que contenia 200 nM de cebadores directos e inversos. Se procesaron y
analizaron reacciones usando Rotor-Gene RG-3000A (Corbett Research). Se procesaron curvas de fusién en todas
las reacciones para asegurar la amplificacion de un Unico producto (datos no mostrados). Las muestras se
normalizaron a reacciones paralelas usando cebadores especificos para actina (Tabla 1). La proporcion de
aumento/reduccion de ARNm de FATP4 en células tratadas con VEGF-B en relacion con no tratadas se determiné
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usando el método de (Arbiser, mencionado anteriormente).

E. Tincion con Oil red O en corazones de ratones VEGF-B +/+ y -/-

Se diseccionaron cuidadosamente corazones de ratones VEGF-B */* y -/-, sin ninguna grasa y sangre visibles, se
lavaron en PBS y se incluyeron en Tek Tisular (Sakura Finetek). Se montaron secciones en serie (de 8-12 nm) en
portaobjetos de vidrio Superfrost’. Se disolvié Oil red O (Sigma Aldrich) en una solucién de reserva afiadiendo 2,5 g
de Oil red O a 400 ml de 2-isopropanol. Antes de la tincidn, se preparé una solucion de trabajo que contenia 18 ml
de solucion de reserva de Oil red O y 12 ml de agua desionizada. Esta solucién se paso a través de un filtro de 0,45
nmm (Sarstedt) para retirar Oil red O cristalizado. Las secciones del corazén se incubaron en solucion de trabajo de
Oil red O durante 5 minutos a TA y se lavaron en 10 minutos con agua corriente del grifo. Para visualizar nicleos los
portaobjetos de vidrio se contratifieron en solucion de Hematoxilina de Mayer durante 15 segundos seguido de un
aclarado rapido en solucion de carbonato de litio saturada. Los portaobjetos se aclararon cuidadosamente en agua
del grifo y las secciones tefiidas se incluyeron en medio de montaje soluble en agua y se analizaron usando
microscopia de campo claro.

F. Expresion de proteinas de transporte de acidos grasos en tumores que sobreexpresan VEGF-B

La linea celular de fibrosarcoma T241 se transfecté con un vector de expresion de mamiferos que codificaba VEGF-
Bis7 0 VEGF-B1gs, 0 vector vacio (simulacién) usando reactivo de lipidos catidnicos. Se seleccionaron diversos
clones estables, se expandieron y se analizaron con respecto a la expresion de VEGF-B exdgeno. Se seleccionaron
dos clones de cada vector de expresion para los experimentos posteriores. Se inyectaron 10° células de los diversos
clones por via subcutanea en la espalda de ratones singénicos. Después de 15 dias los tumores crecidos se
escindieron e inmediatamente se congelaron de forma instantanea (Publicacion de Patente de Estados Unidos N°
2005-0214280, la divulgacién de la cual se incorpora en el presente documento por referencia). Se aislé6 ARN total
de los tumores usando reactivo TRIzol (Invitrogen) de acuerdo con el protocolo del fabricante. La integridad de las
preparaciones de ARN totales se analizé en geles de formaldehido desnaturalizantes. Se preparé ADN
complementario a partir de 3 ng de ARN tratado con DNasa y Transcriptasa Inversa SuperScriptll (Invitrogen) de
acuerdo con el protocolo del fabricante. La integridad de las preparaciones de ARN totales se analizd en geles de
formaldehido desnaturalizantes. Se prepar6 ADN complementario a partir de 3 ng de ARN tratado con DNasa y
Transcriptasa Inversa SuperScriptll (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Se analiz6 PCR en tiempo real cuantitativa por duplicado usando muestras de 5 nmi de ADNc y 12,5 nm de
Supermezcla Vede SYBR Platinum 2 x (Invitrogen) en una reaccion total de 25 mi que contenia 200 nM de cebador
directo e inverso. Las reacciones se procesaron y se analizaron usando Rotor-Gene RG-3000A (Corbett Research).
Se procesaron curvas de fusion en todas las reacciones para asegurar la amplificacion de un Unico producto. Las
muestras se normalizaron a reacciones paralelas usando cebadores especificos para actina (véase Tabla 1). La
proporcion de aumento/reduccion de proteinas de manipulacion de acidos grasos en los tumores que sobreexpresan
VEGF-B en relacion con la simulacion se determiné usando el método de 2! (Arbiser, mencionado anteriormente).
Los valores medios y desviaciones tipicas se basaron cada uno en un grupo de cuatro tumores diferentes.

Ejemplo 2 — Expresion de componentes de la maquinaria de trasporte de acidos grasos en ratones normales
y transgénicos

Para investigar si los genes que estan implicados en captacion de acidos grasos y transporte son dianas corriente
abajo potenciales para VEGF-B, su expresion se analizd en corazones de ratones normales, deficientes en VEGF-B
y transgénicos con sobreexpresion especifica de corazén de VEGF-B.

Se usé PCR convencional para establecer los patrones de expresion génica de diversos miembros de FATP y CD36
en corazén de raton normal. Se detectaron transcritos para FATP1, 2, 3, 4 y 6, asi como CD36, el correceptor de
FATP (Greenwalt et al., J. Clin. Invest., 96: 1382-1388,1995) en el corazén murino. No se encontré transcrito para
FATP5 en el corazéon murino. Sin embargo, se ha indicado que FATP5 se expresa exclusivamente en el higado
(Hirsch et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95: 8625-8629,1998). Se usé RT-PCR en tiempo real cuantitativa (Q-PCR)
para comparar la abundancia de transcrito absoluto de FATP, CD36 y LPL en corazones de ratones normales y
VEGF-B-/-. En corazones sin VEGF-B, el ARNm de FATP4 se redujo a aproximadamente el 50%. FATP1, 3y 6
también estaban regulados negativamente, sin embargo, en un menor grado (expresiéon reducida a
aproximadamente 70-80%). Por el contrario, no se detectaron cambios significativos en los niveles de expresion de
FATP2 y CD36. El analisis de ARNm de LPL demostrd que este transcrito también esta regulado negativamente en
corazones deficientes en VEGF-B (expresion reducida a aproximadamente el 60%).

Para analizar si la sobreexpresién de VEGF-B en corazon de ratén dio como resultado aumento de la expresion de
las FATP y en CD36, los inventores analizaron la abundancia de transcrito de FATP4 en ratones transgénicos
especificos de corazén de VEGF-B por Q-PCR. Estos animales expresan VEGF-B humano bajo el promotor de
cadena pesada de a-miosina (referencia para afiadir) que proporciona una expresion especifica de corazén del
transgén. Los analisis de corazones de hembras y machos con una (heterocigotos) o dos copias del transgén
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(homocigotos), demostraron que la expresion de FATP4 se controla de una manera especifica de dosis génica en
ambos sexos con regulacion positiva 3x en los animales homocigotos, y de regulacion positiva 1,5x en los animales
heterocigotos.

Para analizar si los niveles de expresion proteica de FATF, ejemplificados por FATP4 y LPL se regulaban de
acuerdo con los niveles de transcrito correspondientes como se mide por los analisis de QPCR, se sometieron
alicuotas de proteinas de corazones normales y deficientes en VEGF-B a analisis de inmunotransferencia usando
anticuerpos especificos para FATP4 y LPL, respectivamente. Como un control de carga las manchas de
transferencia se volvieron a explorar con anticuerpos para calnexina.

Los resultados demuestran que tanto la proteina FATP4 como la proteina LPL estaban reguladas negativamente en
animales deficientes en VEGF-B.

Ejemplo 3 — Expresiéon de FATP4 y LPL en corazones de cerdos transducidos con adenovirus que codifican
VEGF-B

La proteina de VEGF-B o VEGF- B generada de adenovirus tiene una capacidad notable para estimular la
neovascularizacion en corazon de raton (véase Publicacion de Patente de Estados Unidos N° 2005- 0214280) y en
corazon de cerdo. El corazon de cerdo recibe varias inyecciones de adenovirus (en total 1 x 10'? particulas) usando
un sistema basado en catéter. Siete dias después de la inyeccion los cerdos se sacrifican y los corazones se retiran
para andlisis. El analisis de miocardio transducido por Q-PCR reveldé que el ARNm de FATP4 esta regulado
positivamente aproximadamente 30 veces en corazones transducidos con VEGF-B en comparacién con corazones
que recibieron una inyeccion idéntica de adenovirus que expresaban solamente lacZ. A medida que las células
endoteliales se hacen mas abundantes en los corazones transducidos con VEGF-B debido a la neovascularizacion,
los analisis de control por Q-PCR de la expresiéon de PECAM, un marcador celular endotelial, mostraron una
regulacion positiva de aproximadamente 3x. Por lo tanto, si toda la regulacion positiva de ARNm de FATP4 se
produce en las células endoteliales del corazon, la regulacidon positiva especifica en este compartimento celular es
en consecuencia 9-10 veces.

Analisis similares de expresion de LPL por analisis de Q-PCR mostraron que el ARNm de LPL esta regulado
positivamente. El analisis de los niveles de proteina FATP4 y LPL por inmunotransferencia demostré que ambas
proteinas estaban notablemente reguladas positivamente en miocardio transducido con VEGF-B 186. En conclusién,
estos analisis confirman y amplian los datos previos que muestran que las FATP y LPL estan ambos regulados por
VEGF-B.

Ejemplo 4 — Expresion de transportadores de acidos grasos y LPL en células endoteliales.

Para que se capten por las células parenquimales que requieren energia del corazén, musculo esquelético, cerebro,
estébmago e intestinos, los acidos grasos derivados de plasma deben en primer lugar atravesar la capa celular
endotelial, y este transporte transcelular estd mediado por transportadores de acidos grasos especificos (Van der
Vusse et al., Adv. Exp. Med. Biol.,, 4441: 181-191, 1998). La linea celular endotelial MS1 se us6 para investigar la
expresion de FATP, CD36 y LPL en el endotelio capilar. La presencia de los receptores de VEGF, VEGFR-1 y
VEGFR-2, en células MS1 se confirmé por PCR convencional de ADNc generado a partir de células MS1. Se
descubrié que ambos receptores se expresaban en células MS1. De los diversos transportadores de acidos grasos
que se analizaron, FATP1, 3 y 4 se detectaron facilmente en células MS1 y por lo tanto pueden ser una diana
corriente abajo potencial para VEGF-B. CD36 no se expresaba en células MS1. Se ha indicado que la aparicion de
CD36 en el endotelio es especifica de tejido con la expresion restringida a los capilares de tejido adiposo y musculo
cardiaco y esquelético (Greenwalt, mencionado anteriormente).

Ejemplo 5 — Estimulacion de la expresion de FATP y LPL en células endoteliales con VEGF-B

Para investigar si la expresion de FATP1, 3 y 4 en células Endoteliales MS1 esta regulada directamente por VEGF-
B, se incubaron células MS1 con VEGF-B recombinante humano durante 20 horas. Mediante analisis de Q-PCR se
compard la expresion relativa de ARNm de FATP en células MS1 tratadas y no tratadas con VEGF-B (Figura 9, 10).
La expresion del ARNm de FATP4 aumento 3,3 veces en células MS1 tratadas con VEGF-B, en comparacion con el
control no tratado, lo que sugiere que VEGF-B puede de hecho estimular la expresion de FATP4 en células
endoteliales. Analisis similares de ARNm de FATP1 y 3 revelaron una induccion de 5,0 y 25 veces,
respectivamente. Por lo tanto, todas las FATP expresadas en las células MS1 se inducen por tratamiento con VEGF-
B.

El analisis de la expresion de LPL por Q-PCR mostré de forma similar una inducciéon de 2,5 veces en las células
MS1 tras tratamiento con VEGF-B. Para analizar la especificidad de la induccién mediada por VEGF-B de ARNm de
FATP4, se aplicaron varias VEGF incluyendo VEGF-B, PIGF, VEGF-A y VEGF-E, a células MS1 y se midi6 la
induccion de ARNm de FATP4 como anteriormente. Los resultados demuestran que VEGF-B ejerce un efecto
especifico en la induccién de ARNm de FATP4 ya que los otros ligandos de VEGFR-1, PIGF y VEGF-A, no indujeron
ARNm de FATP4. VEGF-E, que es un ligando especifico de VGFR-2, tampoco indujo ARNm de FATP4. En resumen
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estos datos demuestran que VEGF-B ejerce un efecto especifico en la induccion de las FATP y que su funcion es
distinta de los otros ligandos de VEGFR-1.

Ejemplo 6 — Expresion de transportadores de acidos grasos en tumores que sobreexpresan VEGF-B

Para establecer adicionalmente una relaciéon entre las FATP y VEGF-B, se investigd la expresion de proteinas de
transporte de acidos grasos en tumores que sobreexpresan dos isoformas bioldgicas de VEGF-B; VEGF-B1s7 ¥
VEGF-B1gs. Los tumores que sobreexpresan VEGF-B1gs crecen de forma significativamente mas rapida que los
tumores transfectados con VEGF-B1e7, 0 transfectados con simulacion.

Por analisis de Q-PCR se compard la expresion relativa de diversas FATP y CD36 en los tumores que
sobreexpresaban VEGF-B. La expresion de FATP1 aumenté 2-2,5 veces en tumores que sobreexpresaban VEGF-
B1igs. No se encontrd regulacion positiva significativa para FATP2, 3, 4 o 6 o para CD36 en los tumores que
sobreexpresaban VEGF-B. Esto sugiere que VEGF-B puede dirigirse a diversos miembros de la familia de FATP y
esto puede depender del tejido.

Ejemplo 7 — Pruebas de un papel directo de VEGF-B en la acumulacion tisular de lipidos

Todas las pruebas presentadas hasta la fecha sugieren un papel importante de VEGF-B en la captacion tisular de
acidos grasos controlando la expresion de FATP y LPL en células endoteliales. Para demostrar directamente que
esto es asi, se tifieron secciones tisulares de animales normales y deficientes en VEGF-B con QOil Red O, un
colorante que se incorpora en gotas lipidicas y tifie con color rojo intenso.

El nimero de gotas lipidicas tefiidas con Oil red O en tejidos cardiacos de ratones normales y deficientes en VEGF-
B se cuantificé mediante recuento manual del nimero de gotas tefiidas en campos representativos del microscopio.
Los resultados demuestran que los animales deficientes en VEGF-B han perdido mas del 60% del nimero de gotas
lipidicas en tejido cardiaco en comparacion con ratones normales. También se observa que el didmetro medio de las
gotas en los ratones deficientes en VEGF-B es mucho mas pequefio. En resumen, esto muestra que VEGF-B
controla la acumulacién de lipidos en el tejido cardiaco regulando las FATP y otros componentes en la maquinaria
que controla la captacion de lipidos del torrente sanguineo.

Ejemplo 8 — Expresion de FATP en higado de ratones normales y deficientes en VEGF-B

Puesto que el higado es el principal 6rgano metabolizador de lipidos en el cuerpo, tenia interés comparar los niveles
de expresion de las FATP en ratones normales y deficientes en VEGF-B. Los analisis por QPCR mostraron que la
expresion relativa de la mayoria de las FATP estaba regulada negativamente en los ratones deficientes en VEGF-B.
La excepcion fue FATP1 que no tenia cambios. La expresion de CD36 estaba ligeramente regulada positivamente
en ratones deficientes en VEGF-B.

Como muchas de las FATP estaban reguladas negativamente en higados de ratones deficientes en VEGF-B, la
acumulacién de lipidos en el higado se examind mediante tincion con Oil Red O de criosecciones. Los resultados
muestran que la acumulacién de lipidos se reduce drasticamente en higados de animales deficientes en VEGF-B. La
cuantificacion de los pixeles rojos en varias microfotografias representativas usando el software grafico Photoshop
(Adobe Inc.) demostré que los higados de ratones deficientes en VEGF-B tienen 70-80% menos de lipidos.

Ejemplo 9 — Expresiéon de un transportador de glucosa, Glut4, en el corazéon de ratones normales y
deficientes en VEGF-B

Se conoce bien en la bibliografia que la privacién de lipidos en tejidos metabdlicamente muy activos, como el
corazoén, obligara a estos tejidos a cambiar su metabolismo energético de estar basado principalmente en lipidos a
un metabolismo basado en carbohidratos/glucosa. Por el contrario, la privacién de carbohidratos/glucosa obliga al
tejido a cambiar el metabolismo energético para basarse en lipidos. Puesto que la pérdida de VEGF-B conduce
aparentemente a acumulacion tisular de lipidos drasticamente reducida se contempla que los genes implicados en el
metabolismo de carbohidratos/glucosa deberian estar regulados positivamente. Para ensayar esta hipétesis, se
analizo la expresion de un transporte de glucosa principal en corazon, transportador de glucosa 4 (Glut4). El analisis
de la expresion de Glut4 en corazones normales y deficientes en VEGF-B por QPCR revelo6 una regulacion positiva
significativa de transcritos de Glut4 en animales deficientes en VEGF-B. Los cebadores usados en el analisis fueron:
directo 5 CTGTCGCTGGTTTCTCCAAC-'3 (SEC ID N°: 40) e inverso 5 AAGGGAAGGTGTCCGTCG 3’ (SEC ID Ne:
41). En conclusion, los resultados demuestran que se produjo un cambio metabdlico predicho en los animales
deficientes en VEGF-B porque convierten su metabolismo para ser mas dependientes de carbohidratos/glucosa que
sus homoélogos normales. La razén para esto es la aparente incapacidad de los animales deficientes en VEGF-B
para acumular cantidades suficientes de lipidos de la circulacidon para apoyar la produccién de energia eficaz.

Ejemplo 10 — FATP en el cerebro

VEGF-B se expresa abundantemente en el cerebro y es de interés investigar la expresion de las FATP en este
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tejido. Los analisis por PCR convencional han mostrado que todas las FATP, excepto FATP6, se expresan en el
cerebro. Dado que muchas de las FATP estan reguladas por VEGF-B en otro tejido es razonable creer que al menos

algunas de ellas estan reguladas por VEGF-B también en el cerebro.

Lista de secuencias

Identificador de
secuencias

Descripcion

Secuencia

1.

ADN de VEGF-B (humano)
N° de referencia de
Genbank: NM_003377

gegatgegggegeccecggegggegpecceggegggeaccaty
agecctctgetecgecgeetgetgetegecgeactectgeagetgge
ceccgeccaggeccctgtotoccagectgatgeceetggocacoag
aggaaagtggtgtcatggatagatgtatatactcgegctacctgecag
cceegggaggtggtgatgeccitgactgtggagetcatgggeacey
tggceaaacagotggtgcccagetgogigactgtgeagogetgtgat
ggetgotgecctgacgatggectggagigtgtgeccactgggeage
accaagtocgpatgcagatecteatgateeggtaceegageagtca
getgggggagatgtccctgpaagaacacagecagtgtgaatgeag
acotansanaaaggacagtgetgtgaagecagacagagetgccact
ccceaccacogteccccagoeecgttotgticeggpctgggactetge
ceecggageaccotececagelgacateaceeateecactecagee
ccaggeccctetgecoacgetgeacceageaccaceagegecctg
accccegpgacctgoogetgeogetgeogaogecgeagetteetecg
ttgccaaggecgggpcttagagetcaaccoagacacctgcagatee
cggaagctgegaaggtgacacatgpottticagactcagecaggetg
acftgeotcagaggctatatcecagtgggggaacaaagaggagect
ggtaagaascagaecasgececcaagacetcageccaggeagaag
ctgetetaggacctggpcctctcagagpgctettctgeeatcecttgte
tcectgaggecatcatcaaacagpacagagtitggaagaggagactg
ggaggeageaagagggglcacataccagetcaggggagaatgga
gtactgtctcagttictaaccactetgtgecaagteageatcttacaactg
gcetottoctecectoactaagaagacccaaacctotgeataatgggatt
tegectttggtacaagaactgtgacceccaaccetgataaaagagat
gRaagga3a220Aa3a222222283a092232322232229222
22382828388803848

AA de VEGF-B (humano)
N° de referencia de
Genbank: NM_003377

MSPLLRRLLLAALLQLAPAQAPVSQPDAPG
HQRKVVSWIDVYTRATCQPREVVVPLTVEL
MGTVAKQLVPSCYTVQRCGGCCPDDGLEC
VPTGQHQVRMQILMIR YPSSQLGEMSLEEH
SQCECRPKKKDSAVKPDRAATPHHRPQPRS
VPGWDSAPGAPSPADITHPTPAPGPSAHAAP
STTSALTPGPAAAAADAAASSVAKGGA

AA de VEGF-B167 (humano)
N° de referencia de
Genbank: AAL79000

MSPLLRRLLLAALLQLAPAQAPVSQPDAPG

HQRKVVSWIDVYTRATCQPREVVVPLTVEL
MGTVAKQLVPSCVTVQRCGGCCPDDGLEC

VPTGQHQVRMQILMIRYPSSQLGEMSLERH

SQCECRPKKKDSAVKPDSPRPLCPRCTQRH

QRFDPRTCRRRCRRRSFLRCQGRGLELNPDT
CRCREILRR

AA de VEGF-B1gs (humano)
N° de referencia de
Genbank: AAL79001

MSPLLRRLLLAALLQLAPAQAPVSQPDAPG
HQRKVVSWIDVYTRATCQPREVVVPLTVEL
MGTVAKQLVPSCVIVQRCGGCCPDDGLEC
VPTGQHQVRMQILMIR YPSSQLGEMSLEEH
SQCECRPKKKDSAVKPDRAATPHHRPQPRS
VPGWDSAPGAPSPADITHPTPAPGPSAHAAP
STISALTPGPAAAAADAAASSVAKGGA

ADN de VEGF-B (ratén)

eteaggocptegotgogaogotgogiigegotgecigogoccapgg
olepEgapEneRCogCRRAR KARCCEOCCCCIEOGOCCERCES
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Identificador de Descripcion Secuencia
secuencias
N° de referencia de oggpgteccacgggeccgegecatggggeictiggetgecgeegeece
Genbank: NM_011697 coacgecgecgggctagggecatgegggegetecceggegetege

ccceccgegggeaccatgageccectgcteegtegectgetgettgtt
geactgetgeagetggetegeacccaggeocctgtgteecagtitpa
tggeeccagecaccagaagaaagtggtaccatggatagacgtitatg
cacgtgecacatgecageceagggaggtgptggtgectetgageat
ggaactcatgggeaatgtgatcaaacaactagtgeceagetgtgtga
ctgtgecagegetgtggtggetgctgeectgacgatggectgpgaatgt
Btgccoactgggcaacaccaagtecgaatgeagatecteatgateca
gtaccegageagtcagotgggggagatgteectggangaacacag
ccaatgipaatgcagaccaaaaaaaaaggagagtactptgaageca
gacaggptigccataceccaccacegtceccageecegetctgtice
gggetggeactetaco
ccgggageatcotcceccagetgacatcatecateceactocoageece
aggatcetetgeecgecitgeaccecagegeegtcaaocgocetgace
cccggacctgecgetgecgetgeagacgeegeogceticctocattg
ccaaggpeggggcttagagetcaaccoagacacctgtaggtgecg
gaagecgegaaagtgacaagetgotttccagactccacgggeceg
getgettitatggeoctgeticacagggrgaagagtggagceacagpc
gaacctectcagtetgggaggteactgecccaggacotgeaccttitta
gagagctetetegecatettttatcteccagagetgecatetaacaattg
tcaaggaacctoatgtctcacctcaggggccagggtactotetcactt
aaccaccctggtcaagtgagceatctictggetgpetgteteeecteact
atgaaaaccccaaacttctaccaataacgggatitpggtictgttatga
taactgtgacacacacacacactcacactotgataanagagatggaa

gacactago
6. A{)—\ de VEGF-B (ratén) MSPLLRRLLLYV. LARTQAPVSQEDGPS
N, de referencia de 7 HQKKVVPWIDVYARATCOPREVVVPLSME
enbani: RV LMGNVVKQLVPSCVTVQRCGGCCPDDGLE

CVPTGQHQVRMQILMIQYPSSQLGEMSLEE
HSQCECRPKXKESAVKPDRVAIPHHRPQPRS
VPGWDSTPGASSPADIIHPTPAPGSSARLAPS
AVNALTPGPAAAAADAAASSIAKGGA

7. AA de VEGF-Be7 (raton) MSPLLRRLLLVALLQLARTQAPVSQFDGPS
HQKKVVPWIDVYARATCQPREVVVPLSME
LMGNVVKQLVPSCVTVQRCGGCCPDDGLE
CVPTGQHQVRMQILMIQYPSSQLGEMSLEB
HSQCECRPKKKBSAVKFDSPRILCPPCTQRR
QRPDPRTCRCRCRRRRFLHCQGRGLELNPD

TCRCRKPRK.

8. AA de VEGF-Biss (raton) MSPLLRRLLLVALLQLARTQAPVSQFDGPS
N° de referencia de HQKKVVPWIDVYARATCQPREVVVPLSME

Genbank: U52820 LMGNVVKQLVPSCVTVQRCGGCCPDDGLE

CVPTGQHQVRMQILMIQYPSSQLGEMSLER
HSQCECRPKKKESAVKPDRVAIPHHRPQPRS
VPGWDSTPGASSPADIIHPTPAPGSSARLAPS
AVNALTPGPAAAAADAAASSIAKGGA

LISTA DE SECUENCIAS
<110> INSTITUTO LUDWIG PARA LA INVESTIGACION DEL CANCER

<120> DIRECCION A LA REGULACION DE VEGF-B DE TRANSPORTADORES DE ACIDOS GRASOS
PARA MODULAR ENFERMEDADES HUMANAS

<130> 029065.58991 WO

<140>
<141>
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<150> 60/801.549
<151> 17-05-2006

<160> 42

<170> Patentln Ver. 3.3
<210> 1

<211> 1172

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

gcgatgegay
cctgctgcte
tgccectgge
ccageoeeqe
gctggtgecc
ggagtgtatyg
gagcagtcag
aaa’a’dggac
ccgttetgtt
tcoceacteca

cgeeccegge
goccgcactco
caccagagga
gagatggtyy
agctgegtga
cccactggygc
ctgggggaga
agtgctgtga
cecgggctygy
gf‘l"l‘ [ 4 ag qcc

ceeceggaccet
ttagagctca
cagactcagc
ctggtaaaaa
gggcctcteca
cagagttgga
atggagtact
tecteccote
aactgtgace
assaaaaaaa

gcegetgeeyq
acccagacac
agggtgactt
acagccaage
gagggetcett
agaggagact
gtctcagttt
actaagaaga
cccaacectg
aaaaaaaaaa

gggcggeccce
tgcagctggce
aagtggtgte
tgceccetgac
ctgtgcageg
agcaccaagt
tgteectgga
agccagacag
actctgeece
cctectgeeca
ctgcegacge
ctgcagatge
gcctcagagg
ccccaagacc
ctgecatece
gggaggcago
ctaaccactc
cccaaaccte
ataaaagaga
aaaagaaaaa

ggcgggcace
cccegoccag
atggatagatr
tgtggagcte
ctgtggtggc
ccggatgeag
agaacacagc
ggctgccact
cggagcacceo
cgctgoaccc
cgcagecttce
cggaagctge
ctatatccca
tcagcccagg
ttgtekecet
aagagggyte
tgtgraagta
tgcataatgg
tggaaggaaa
aa

<210>2

<211> 207

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

19

atgagcecte
geecctgtet
gtgtatacte
atgggeaceyg
tgectgecetg
atcctcatga
cagtgtgaat
cocctaccace
tocccagetg
agcaccacca
tcegttgeca
gaaggtgaca
gtgggggaac
cagaagctgec
gaggccateca
acataccagc
agcatcttac
gatttgggct
aaafaaaaas

tgctecgeeyg
cccagoctga
gcgctacctg
tggccaaaca
acgatggect
tccggtacce
gcagacctaa
gtocccagee
acatcaccca
gogecctgac
agggcegggge
catggctttt
aaagaggago
tcetaggacct
tcaaacagga
tcaggggaga
aactggctct
ttggtacaag

azaaaagaaaa

€0

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

780
840
200
2360
1020
1080
1140
1172
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Met Ser Pro Leu Leu Arg Arg Leu Leu Leu Ala Ala Leu Leu Gln Leu

Ala Pro Ala Gln Ala Pro Val Ser Gln Pro Asp Ala Pro Gly His Gln
20 25 30

Arg Lys Val val Ser Trp Ile Asp Val Tyr Thr Arg Ala Thr Cys Gln
35 40 45

Pro Arg Glu Val Val vVal Pro Leu Thr Val Glu Leu Met Gly Thr Val
50 55 60

Ala Lys Gln Leu Val Pro Ser Cys Val Thr Val Gln Arg Cys Gly Gly
65 70 15 80

Cys Cys Pro Asp Asp Gly Leu Glu Cys Val Pro Thr Gly Gln His Gln
85 90 95

Val Arg Met Gln Ile Leu Met Ile Arg Tyr Pro Ser Ser Gln Leu Gly
100 105 110

Glu Met Ser Leu Glu Glu His Ser Gln Cys Glu Cys Arg Pro Lys Lys
115 120 125

Lys Asp Ser Ala Val Lys Pro Asp Arg Ala Ala Thr Pro His His Arg
130 135 140

Pro Gln Pro Arg Ser Val Pro Gly Trp Asp Ser Ala Pro Gly Ala Pro
145 150 155 160

Ser Pro Ala Asp Ile Thr His Pro Thr Pro Ala Pro Gly Pro Ser Ala
165 170 175

His Ala Ala Pro Ser Thr Thr Ser Ala Leu Thr Pro Gly Pro Ala Ala
180 185 190

Ala Ala Ala Asp Ala Ala Ala Ser Ser Val Ala Lys Gly Gly Ala
195 200 205

<210> 3

<211> 188

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

20



Met Ser Pro
Ala Pro Ala
Arg Lys Val

35

Pro Arg Glu
50

Ala Lys Gln
65

Cys Cys Pro
Val Arg Met
Glu Met Ser

115

Lys Asp Ser
130

Cys Thr Gln
145

Cys Arg Arg

Asn Pro Asp

<210>4

<211> 207

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Leu

Gln

20

Val

val

Leu

Asp

Gln

100

Leu

Ala

His

Arg

Thr
1380

Leu

Ala

Ser

Val

Val

Asp

85

Ile

Glu

val

His

Ser
165

Cys
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Arg

Pro

Trp

Vval

Pro

70

Gly

Leu

Glu

Lys

Gln
150

Phe

Arg

Val

Ile

Pro

55

Ser

Leu

Met

His

Pro

135

Arg

Leu

Cys

Leu

Ser

Asp

40

Leu

Cys

Glu

Ile

Ser

120

Asp

Pro

Arg

21

Leu

Gln

25

val

Thr

Vval

Cys

Arg

105

Gln

Ser

Asp

Cys

Lys
i85

Leu

10
Pfo
Tyr
vVal
Thr
val

90
Tyr
Cys

Pro

Pro

Gln
170

Leu

Ala

Asp

Thr

Glu

val

75

Pro

Pro

Glu

Arg
155

Gly

Arg

Ala

Ala

Arg

Leu

Gln

Thr

Ser

Cys

Pro

140

Thr

Arg

Arg

Leu

Pro

Ala

45

Met

Arg

Gly

Ser

Axg

125

Leu

Cys

Gly

Leu

Gly

30

Thr

Gly

Cys

Gln

Gln

110

Pro

Cys

Leu

Gln

15

His

Cys

Thr

Gly

His

95

Leu

Lys

Pro

Arg

Glu
175

Leu

Gln

Gln

Val

Gly

80

Gln

Lys

Arg

Arg
160

Leu
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<210>5

Mot

Arg

Pro

Ala

65

Cys

val

Glu

Lys

Pro

145

Sexr

His

Ala

<211> 1236
<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 5

Ser

Pro

Lys

Arg

30

Lys

Cys

Arg

Met

Asp

130

Gln

Pro

Ala

Ala

Pro

Ala

val

Glu

Gln

Pro

Met

Ser

1135

Ser

Pro

Ala

Ala

Ala
195

Leu

GLln

Val

Val

Leu

Asp

Gln

100

Leu

Ala

Arg

Asp

Pro

120

Asp

Leu

Ala

Ser

Val

Val

Asp

85

Ile

Glu

Val

Ser

Ile
18%

Ser

Ala

ES 2497 641 T3

Arg

Pro

TR

Val

Pro

70

Gly

Leu

Glu

Lys

Val

150

Thr

Thr

Ala

Arg

Val

Ila

Pro

35

Ser

Lau

Met

His

Pro

135

Pro

Ris

Thr

Ala

Leu
Ser
AsSp

40
Leu
Cys
Glu
Ile
Ser
120
Asp
Gly
Pro

Ser

Ser
200

22

Leu

Gln

val

Thr

Val

Cys

Arq

105

Gln

Arg

Trp

Thy

Ala

185

Ser

Leu

10

Pro

Tyr

val

Thr

val

Ala

Rap

Thr

Glu

val

75

Pro

90

Tyr

Cys

Ala

Asp

Pro

170

Leu

val

Pro

Glu

Ala

Ser

155

Ala

Thr

Ala

Ala

Ala

Arg

Leu

&0

Gln

Thr

Ser

Cys

Thr

140

Ala

Pro

Pro

Lys

Leu
Pro
Ala

415
Met
Arg
Gly
jer
Arg
128

Pro

Pro

Gly

Gly

Gly
205

Leu
Gly

30
Thr
Gly
Cys
Gln
Gln
110
Pro
His
Gly
Pro
Pro

180

Gly

Gln

13
His
Cys
Thr
Gly
His

95
Leu
Lys
Hilsa

Ala

Ser
175

Ala

Ala

Leu

Gln

Gln

Val

Gly

80

Gln

Gly

Lys

Arg

Pro

160

Ala

Ala



10

cteaggecgt
gcggaggage
getgeegecyg
cecgegggca
getcgecacce

ccatggatag

agcatggaac
cgetgtygty
gtccgaatge
gaagaacaca
agggttgcca
ccgggageat
cgcctrgcac
gecegecgeott
gecggaagoe
ggccctgott
ctgececagyg
ccakectaaca
ttaaccaccec
ccaaacttct
actcacacte

cgotygcgacy
cgeccectge
ceeececacge
ccatgagcce
aggecectgt
acgtttatge
tcatgggcaa
gctgetgece
agatcctcat
gecaatgtga
taccccaceca
ectececage
ccagecgocgt
cctecattge
gegaaagtga
cacagggaga
acctggacct
attgtcaagy
tggtcaagty
accaataacg
tgataaaaga

ES 2497 641 T3

ctgegttgeyg
geeeegonce
cgecgggceta
cctygctcegt
gteccagttt
acgtgccaca
tgtggtcaaa
tgacgatgge
gatccagtac
atgcagacca
ceogtecccag
tgacatcate
caacgccctg
€aaggacggg
caagetgett
agagtggage
tttagagagc
aacctcatgt
agcatcttcet
ggatttgggt
gatggaagac

ctgectygcge
dggteeccgy
gggccatgeg
cgectgctyge
gatggcecea
tgccageacea
caactagtge
ctggaatgty
ccgagcagte
aaaaaaaaqgy
ceecgetctyg
cateccacte
acceccggac
gcttagaget
tceagactee
acaggcgaac
tetctegeeca
ctcacctcag
ggcktggctgt
tctgttatga
actaac

<210> 6

<211> 207

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 6

Met Ser Fro Leu Leu Arg Arg Leu Leu Leu
5

1

10

Ala Arg Thr Gln Ala Pro Val Ser Gln rhe

20

25

Lys Lys Val Val Pro Trp Ile Asp Val Tyr
3s 40Q

Fro Arg Glu Vval val Val Pro Leu Ser Met
50

Val
85

Cys Cys

Val Arg
Glu Met

Glu
130

Lys

Pro
145

Gln
Saer Pro
Arg Leu

Ala Ala

Pro Asp Asp

BS
Het GCln
100

Ile

Ser Glu

115

Leu

Ser Ala Val

Pro Arg Ser

Ala Ila

165

Asp

Ala Pro Ser

180

Ala
195

Asp Ala

35

70

Gly Leu

Leu

Mat

Glu His

Glu

Ile

Ser

Lys Gln Leu Val Pro Ser Cys Val Thr val

Val
80

Cys

Gln
105

Tyr

Gln Cys

120

Pro
135

Lya

val
150

Pro
Ile Ris
Ala val

Ala Ala

Asp

Gly

Pro

Ksn

Ser

Arg Vval

Trp Asp

Pro

Pro

Glu

Ala

Ser

ccagageteg
gooegogeca
ggcgctcecyg
ttgttgeact
gecaccagaa
gggaggtgat
ccagetgtygt
tgcecactag
agctggggga
agagtgctgt
ttoegggety
cageeccagg
ctgcogotae
caacccagac
acgggeecyy
ckcctecagte
tettttatet
gggccagggth
ctccecteac
taactgtgac

Val Ala Leu

Asp Gly Pro

Ala Axg Ala
45

Glu Leu Met
60

Gln Arg
75

Thr Gly

Ser Ser

Cys Arg

125

Ile
140

Pro

Thr Pro

155

Pro
170

Thr

Ala
1835

Leu

Ser Ile

200

23

Ala

Thr

Ala

Pro Gly

Pré Gly

Lys Gly

205

ggagggggce
tggggctety
gcgctegece
actgcagetg
gaaagtggtg
ggtgcctctg
gactgtgcag
gcaacaccaa
gatgteectq
gaagccagac
ggactctacc
atcctctgec
cgctgcagac
acctgtaggt
ctgottttat
tgggaggtca
cccagagctyg
actectctcac
tatgaaaace
acacacacac

Leu Gln
15

Ser His
3¢

Thr Cys
Gly Asn
Cys Gly Gly

80

His
95

Gln Gln

Gln
110

Leu Gly

Pro Lys Lys

His Arg

Ala Ser

Gly
. 160

Ser Ser Ala

175

Pro Ala Ala

150

Gly Ala

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
180
840
300
960
1020
1080
itq0
1200
1236

Leu

Gln

Gln

val
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15

<210>7
<211> 188
<212> PRT

ES 2497 641 T3

<213> Mus musculus

<400>7

Mat

Lys

Pro

val

Cys

val

Glu

Lys

Cys
145

Cys

A3n

<210> 8
<211> 207
<212> PRT

Ser Pro Leu Leu Arg Arg
Arg Thr Gln Ala Pro Val
20

Lys Val val Pro Trp Ile
35

Arg Glu Val vVal val Pro
50 55

Lys Gln Leu Val Pro Ser
Cys Pro Asp Asp Gly Leu
85

Arg Met Gln lle Leu Met
100

Met Ser Leu Glu Glu His

113

Glu Ser Ala Val Lys Pro
130 - 135

T™hr Gln Arg Arg Gln Arg
150

Arg Arg Arg Arg Phe Laeu
165

Pro Asp Thr Cys Arg Cys
180

<213> Mus musculus

<400> 8

Leu

Sar

Asp
40

Leu Leu
10

Gln Phe
25

Val Tyx

Leu Ser Mat

Cya

Glu

Ile

val Thr
Cys Val
90

Gin Tyr
105

Ser Gln Cys

120

Val

Glu

Val

75

Pro

Pro

Glu

Ala Leu Leu Gln
15

Gly Pro Ser Hisa
Arg Ala Thr Cys
45

Leu Met Gly Asn
60

Gln Arg Cys Gly

Thr Gly Gln His
95

Ser Ser Glan Leu
110

Cys Arg Pro Lys

125

Agp Ser Pro Arg Ile Leu Cys Pro

140

Pro Asp Pro Arg Thr Cys Arg Cys

155

His Cys Gln Gly Arg Gly Leu Glu

170

175

Arg Lys Pro Arg Lys

24

185

Leu

Gln

Gln

Val

Gly

80

Gln

Gly

Lys

Pro

Axg
le0

Lau
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15

20

25

Met Ser Pro Leu
Ala Arg Thr Gln
20

Lys Lys Val Val
35

Pro Arg Glu Val
30

Val Lys Gln Leu
65

Cys Cys Pro Asp
Val Arg Met Gln
100

Glu Met Sexr Leu
1.5

Lys Glu Sex Ala
130

Pro Gln Pro Arg
145

Ser Pro Ala Asp

Arg Leu Ala Pro
130

Ala
Pro
Val
Val
Asp

85
Ile
Glu
Va_l
Ser
Ile

165

Ser

ES 2497 641 T3

Arg
Fro
Trp
Val
Pro

79
Gly
Lau
Glu
Lys
val
150

Ile

Ala

Arg
val
Ile
Pro

55
Ser
Leu
Het
His
Pro
135
Proe

His

Val

Lou

Ser

Asp

40

Leu

Cys

Glu

Ile

Ser

120

Asp

Gly

Pro

Asn

Leu

Gln

2%

Val

Ser

Val

Cys

Gln

105

Gln

Arg

Trp

Thr

Ala
185

Leu

10

Phe

Tyrx

Met

Thre

val

90

Tyr

Cys

val

hsp

Pro

170

Leu

Val

Asp

Ala

Glu

val

75

Pro

Pro

Glu

Ala

Ser

155

Ala

Thr

Gly
Arg
Leu

60
Gln
Thr
Ser
Cys
Ile
140
Thr

Pro

Pro

Len
Pro
Ala

45
Met
Axrg
Gly
Ser
Arg
125
Pro
Pro

Gly

Gly

Leu
Sar

30
Thr
Gly
Cys
Gln
Gln
110
Pro
His
Gly

Ser

Pro
190

Gln

15
His
Cys
Asn
Gly
His

a5
Leu
Lys
His
Ala
Ser

175

Ala

Leu
Gin
Gln
Val
Gly

80
Gln
Gly
Lys
Arg
Ser
160

Bla

Ala

Ala Ala Ala Asp Ala Ala Ala Ser Ser Ile Ala Lys Gly Gly Ala
200

195

<210>9

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: Péptido sintético

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2)

<223> aminoacido variable

<220>

<221> MOD_RES

<222> (5) .. (7)

<223> aminoacido variable
<220>

<221> MOD_RES

<222> (10)

<223> aminoacido variable

<400> 9

i

25

10

208

Pro Xaa Cys Val Xaa Xaa Xaa Arg Cys Xaa Gly Cys Cys
)
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<210> 10

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleoétido sintético

<400> 10

tcaatgtacc aggaattaca gaagg

<210> 11

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleotido sintético

<400> 11
tctccaggcet cagagtcaga ag

<210> 12

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleotido sintético

<400> 12
ttcctgagga tacaagatac cattg

<210> 13

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleotido sintético

<400> 13

ttctttctgg aaatgtcatg age
<210> 14

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleotido sintético

<400> 14
ctctgaacct ggtgcagctc ta

<210> 15

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleotido sintético

<400> 15
tcgaaggtct ccagacagga g

22

23

22

21

ES 2497 641 T3
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25
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<210> 16

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleoétido sintético

<400> 16
gcaagtccca tcagcaactg

<210> 17

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleotido sintético

<400> 17
gggggaaatc acagcttctc

<210> 18

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleotido sintético

<400> 18
gctataccag catgtccgct ¢

<210> 19

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleotido sintético

<400> 19
gtggtcagag attccaggtt cc

<210> 20

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleodtido sintético

<400> 20
tacaaccaag tggtgacatc tctg

<210> 21

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleotido sintético

<400> 21
aatctcttcg gtcaatggga c

20

20

21

22

21

ES 2497 641 T3
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<210> 22

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleoétido sintético

<400> 22
gcgagaacat tcccttcacc

<210> 23

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleotido sintético

<400> 23
aacactgctg agtcctttcc c

<210> 24

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleotido sintético

<400> 24

20

21

gatgagcata ggacatactt agatgtg

<210> 25

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleotido sintético

<400> 25
caccactcca atcccaagta ag

<210> 26

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleodtido sintético

<400> 26
actcttccag ccttecttc

<210> 27

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleotido sintético

<400> 27
atctecttct gcatcctgtc

22

19

20

ES 2497 641 T3
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<210> 28

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleoétido sintético

<400> 28
ttgaggagct ttcaccgaac

<210> 29

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleodtido sintético

<400> 29
ggaggagtac aacaccacgg

<210> 30

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleotido sintético

<400> 30

20

20

agtaaaagca gggagtctgt gg 22

<210> 31

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleotido sintético

<400> 31
agcacctctc tcgtgatttc ¢

<210> 32

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 32
tggtccgtgt caacgagg

<210> 33

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleotido sintético

<400> 33
ggtggacacg ttctcgec

21

18

18

ES 2497 641 T3
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<210> 34

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleoétido sintético

<400> 34
atggaatcct gcggcatc

<210> 35

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 35
gcttgctgst ccacatctge

<210> 36

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleotido sintético

<400> 36
catccctttc accctgec

<210> 37

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleotido sintético

<400> 37
tgtcgtggca tttcacaaac

<210> 38

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 38
agcaccactt ctgaactcca ac

<210> 39

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucleotido sintético

<400> 39
ctgctctgeg gtcctaagtc

18

20

18

20

22

20

ES 2497 641 T3
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<210> 40

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 40
ctgtcgetgg tttctccaac 20

<210> 41

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 41
aagggaaggt gtccgtcg 18

<210> 42

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Marcador His 6x sintético

<400> 42

His His His His His Hls

1
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REIVINDICACIONES

1. Un inhibidor de VEGF-B para su uso en el tratamiento de una dislipidemia en un sujeto humano, en donde dicho
agente se selecciona de entre:

(a) un anticuerpo anti VEGF-B o un fragmento de unién a antigeno del mismo; y
(b) un oligonucledtido antisentido que inhibe la transcripcion o la traduccion de VEGF-B, expresado
opcionalmente a partir de un vector de expresion.

2. Un inhibidor de VEGF-B de acuerdo con la reivindicaciéon 1 para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en
donde dicho inhibidor es un anticuerpo el cual se une a VEFG-B1s7 y/o VEGF-B1gs 0 un fragmento de unién a
antigeno del mismo.

3. Un inhibidor de VEGF-B de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2 para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 1 en donde dicha dislipidemia es hipercolesterolemia y/o hipertrigliceridemia.

4. Un inhibidor de VEGF-B de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o la reivindicacién 2 para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 1 o la reivindicacién 3, en donde la dislipidemia es una dislipidemia genética tal como
hipercolesterolemia familiar, Apo 100 defectuosa familiar, hipertrigliceridemia familiar, deficiencia en apoproteina ClI
familiar, deficiencia de lipasa hepatica, hiperlipidemia familiar combinada, disbetalipoproteinemia y deficiencia de
lipoproteina lipasa familiar.

5. Un inhibidor de VEGF-B de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 para su uso de acuerdo con una

cualquiera de las reivindicaciones 1, 3 y 4, en donde el inhibidor de VEGF-B se administra en combinacién con una o
mas sustancias farmacoldgicamente activas adicionales por separado o en forma de un producto combinado.
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