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DESCRIPCION
Promotor de la linfangiogénesis
Campo técnico

La presente invencion se refiere a agentes promotores de la linfangiogénesis nuevos que comprenden, como
ingredientes activos, a los HGF o acidos nucleicos que codifican los HGF, y/o a los métodos para promover la
linfangiogénesis. La presente invencion también se refiere a agentes o a métodos para la prevencion o el tratamiento
del linfedema. Adicionalmente, la presente invencién se refiere a métodos de exploracidon de compuestos que tienen
actividad promotora de la linfangiogénesis, o a compuestos que tienen efectos preventivos o terapéuticos sobre el
linfedema.

Técnica antecedente

Linfedema se refiere a una afeccién que se caracteriza por la oclusién de los vasos linfaticos lo que, a su vez,
provoca congestién anormal de liquido tisular, lo que da como resultado hinchazén, inflamacion crénica, y/o fibrosis.
Hay linfedemas primarios y secundarios. Los casos conocidos de linfedema primario incluyen a la enfermedad de
Milroy, enfermedad de Meige, hipoplasia distal, linfadenopatia obstructiva proximal y linfangiectasia. El linfedema
secundario proviene de otra enfermedad; por ejemplo, a menudo aparece como una consecuencia del tratamiento
quirargico de canceres. En particular, el linfedema secundario a menudo se produce después de la cirugia o de la
radioterapia del cancer de mama, cancer de Utero, cancer de préstata, sarcoma de Kaposi y similares. De forma
particular, después de la cirugia del cancer de mama, a menudo el linfedema aparece en las extremidades
superiores. EI 80 % o mas de los casos de linfedema de las extremidades superiores aparecen después de la cirugia
del cancer de mama. Ademas, se supone que después de la cirugia del cancer de mama, el linfedema de las
extremidades superiores se desarrolla con una frecuencia de varios puntos porcentuales, o mas. En contraste con
esto, el linfedema de las extremidades inferiores a menudo se observa de forma posterior a la cirugia del cancer de
utero. Ademas de lo anterior, las infecciones, lesiones tales como lesiéon por quemadura, inflamaciones y similares,
también pueden dar como resultado linfedema secundario.

El linfedema afecta de forma significativa a las funciones motoras y aumenta el riesgo de infecciéon en las areas
afectadas, lo que da como resultado una disminucion de la calidad de vida del paciente. Sin embargo, las terapias
comunes para el linfedema, tales como el masaje, terapia de ejercicio, y llevar puesto un soporte, simplemente
tratan los sintomas; no estan disponibles en el momento actual ni métodos de tratamiento ni agentes terapéuticos
radicales, y casi no se conocen agentes terapéuticos. Aunque se ha informado que un compuesto denominado
“guaifenesina” es eficaz en el tratamiento del linfedema, su efecto terapéutico todavia es poco claro (Documento de
Patente 1).

Se ha informado que VEGF-C, un miembro de la familia VEGF, es un factor peptidico que potencia la
linfangiogénesis (Documentos de Patente 2 y 3; Documentos no de Patente 1 y 2). Sin embargo, los otros miembros
de la familia VEGF no tienen actividad promotora de la linfangiogénesis. EI VEGF-C es el unico factor promotor de la
linfangiogénesis que se conoce actualmente.

Mientras tanto, VEGF1es (que también recibe el nombre de “VEGF-A” o, de forma mas simple, “VEGF”, en lo
sucesivo en el presente documento también denominado “VEGF”), es un miembro de la familia VEGF que, como
VEGF-C, también es bien conocido como un factor angiogénico; el factor también se conoce como un factor que
potencia la permeabilidad vascular (por ejemplo, véase Senger, D. ef al. Science 219, 983-6 (1983)). De hecho, se
ha informado que VEGF induce edema mediante su actividad potenciadora de la permeabilidad vascular cuando se
sobreexpresa en tejidos (por ejemplo, véase Isner, JM., et al., Circ. Res. 89: 389-400 (2001)). De hecho, se ha
informado que se observa edema en una frecuencia del 30 % o mas, en pacientes humanos con enfermedades
isquémicas de las extremidades inferiores cuando el gen VEGF se introduce en las areas isquémicas de las
extremidades inferiores de forma intraarterial o intramuscular, con propésito terapéutico (Baumgartner, . et al., Ann.
Intern. Med. 132: 880-884 (2000)). Ademas, hay muchos informes de riesgo aumentado de edema adjunto a la
terapia génica de VEGF, incluyendo un informe que muestra que se observd edema de las extremidades inferiores
en seis de nueve pacientes en los que se administr6 mediante inyeccion intramuscular en las areas isquémicas de
las extremidades inferiores, un plasmido que codifica VEGF desnudo (Baumgartner, |. et al., Circulation 97: 1114-
1123 (1998)), y otro informe que muestra que aparecié edema en tres extremidades, cuando se administré de forma
intramuscular un plasmido que codificaba VEGF desnudo, en las areas isquémicas en siete extremidades de seis
pacientes con isquemia de las extremidades inferiores, debida a tromboangeitis obliterante (TAO) (Isner, JM., et
al.,J. Vasc. Surg. 28: 964-975 (1998)).

Ademas, VEGF-C es un ligando del receptor de VEGF 3 (RVEGF-3), y se sabe que la sefial de RVEGF-3 sola, es
suficiente para la linfangiogénesis. VEGF-C también se une al RVEGF-2. Puesto que los ratones deficientes en
RVEGF-2 mueren de forma mas temprana que los ratones deficientes en VEGF-A, se supone que VEGF-C y otros
miembros VEGF son capaces de complementar la actividad de VEGF (Scavelli, C. et al., J. Anat. 433-449 (2004)).
VEGEF ejerce su funcion a través de la union al RVEGF-1 y al RVEGF-2. Por lo tanto, se piensa que la activacion del
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RVEGF-2 induce la potenciacion de la permeabilidad vascular (por ejemplo, véase Issbrucker, K. et al., FASEB J.
articulo exprés 10.1096/fj.02-0329fje. Publicado en Internet el 18 de diciembre de 2002).

HGF es el factor de crecimiento de hepatocitos, y no solo tiene la actividad promotora del crecimiento de
hepatocitos, sino que también tiene otras diversas actividades fisiolégicas, incluyendo actividad angiogénica (por
ejemplo, véase el Documento no de Patente 3). En el momento presente, los HGF se aplican al tratamiento de la
enfermedad isquémica, basandose en su actividad angiogénica (Documentos de Patente 4 y 5; Documento no
Patente 4).

Kajiya K, et al., Journal of Investigative Dermatology 124 (4), Supl. S, pagina A1 (2005), informan que el factor de
crecimiento de hepatocitos promueve la formacién y la funcion de vasos linfaticos.

El documento W02006/105511 divulga métodos y composiciones para la modulaciéon de la actividad del factor de
crecimiento de hepatocitos para regular el desarrollo y la funcién de vasos linfaticos.

Yoon Young-Sup, et al.,, J. Clin. Invest. 111(5): 717-725. (2003) informan que la terapia génica de VEGF-C aumenta
la linfangiogénesis posnatal y mejora el linfedema secundario.

[Documento de Patente 1] documento W003/000242

[Documento de Patente 2] Patente de Estados Unidos n.° 6.818.220

[Documento de Patente 3] Patente de Estados Unidos n.° 6.689.352

[Documento de Patente 4] documento WO097/07824

[Documento de Patente 5] documento W001/32220

[Documento no de Patente 1] Szuba, A. et al., FASEB J. articulo exprés 10.1096/fj.02-0401 fje. Publicado en
Internet el 18 de octubre de 2002

[Documento no de Patente 2] Young-sup, Yoo et al., J. Clin. Invest. 111:717-725 (2003)

[Documento no de Patente 3] Nakamura Y. et al., J Hypertens. Sep; 14(9):1067-72 (1996)

[Documento no de Patente 4] Taniyama Y., ef al., Gene Therapy 8, 181-189 (2001)

Divulgacion de la invencion
Problemas a resolverse mediante la invencion

La presente invencion se logré a la vista de las circunstancias descritas anteriormente. Un objetivo de la presente
invencion es proporcionar usos nuevos de los HGF y de los genes que codifican los mismos. De forma mas
especifica, un objetivo de la presente invenciéon es proporcionar agentes terapéuticos y métodos de tratamiento
nuevos para el linfedema, una afeccion para la que no hay disponible en el momento presente agente terapéutico o
método de tratamiento eficaces.

Medios para resolver los problemas

Los presentes inventores realizaron dedicados estudios para lograr los objetivos descritos anteriormente. Los
presentes inventores buscaron factores que podrian reducir o eliminar el linfedema, y encontraron que los HGF
reducian el linfedema de forma significativa. Entonces, los presentes inventores descubrieron que los HGF tenian
actividad linfangiogénica para inducir el crecimiento de células endoteliales linfaticas.

Como se ha descrito anteriormente, hay muchos informes asociando la terapia génica de VEGF con un riesgo
aumentado de inducir edema. Por lo tanto, los presentes inventores consideraron que VEGF no es adecuado para el
tratamiento del linfedema. Ademas, puesto que se sugiere que VEGF-C puede potenciar la permeabilidad celular
mediante la unién a receptores VEGF que no son RVEGF-3, los presentes inventores consideraron que la aplicacion
de VEGF-C al tratamiento del linfedema también constituia un riesgo alto.

HGF ha sido conocido como un factor angiogénico. VEGF es también conocido como un factor angiogénico, pero se
supone que no tiene ni actividad linfangiogénica (véase, por ejemplo, Dev. Biol. 1997, 188: 96-109), ni el efecto de
reduccion del linfedema, como se describe anteriormente. En vista de lo anterior, los hallazgos nuevos de los
presentes inventores, que los HGF tienen actividad linfangiogénica y el efecto de reduccion del linfedema, es un
descubrimiento notable.

Para confirmar la actividad linfangiogénica de los HGF basandose en su mecanismo de accién, los presentes
inventores demostraron que c-met, el receptor HGF, se expresaba en células endoteliales linfaticas, y que también
se inducia en células endoteliales linfaticas la fosforilacion de MAPK y de Akt, que son proteinas de sefializacion
intracelular cuya fosforilacion se sabe inducen los HGF.

Estos hallazgos demuestran que los HGF y sus genes, son eficaces como agentes terapéuticos o preventivos del
linfedema y como agentes promotores de la linfangiogénesis. De forma especifica, la presente invencion proporciona
un vector segun se define en las reivindicaciones, para su uso en la prevencion o el tratamiento del linfedema; y el
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uso de un vector segun se define en las reivindicaciones, para la produccion de un agente farmacéutico para la
prevencién o el tratamiento del linfedema.

Breve descripcion de los dibujos
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La Fig. 1 representa una serie de fotografias mostrando los resultados de la tincion de inmunofluorescencia de
células endoteliales linfaticas. Los paneles de la parte superior corresponden a la tincion con anticuerpo anti-c-
met; los paneles intermedios corresponden a la tincion nuclear con DAPI; y los paneles de la parte inferior
constituyen imagenes fusionadas de los dos. Los resultados confirman que todas las células expresaban c-met.
La Fig. 2 es un grafico que representa los resultados de un ensayo de MTS que examina el efecto de un HGF de
ser humano recombinante sobre la propiedad de crecimiento. El eje vertical indica los valores medidos. Los
resultados demuestran que HGF promueve el crecimiento de las células endoteliales linfaticas en una manera
dependiente de la concentracion.

La Fig. 3 es un grafico que representa los resultados de un ensayo de migracién que examina los efectos de un
HGF de ser humano recombinante sobre la propiedad migratoria. El eje vertical indica el nimero de células. Los
resultados demuestran que el HGF promueve la migracion de las células endoteliales linfaticas.

La Fig. 4 es un grafico que representa los resultados de un ensayo de MTS que examina el efecto de la
introduccion de un plasmido de ADNc desnudo en la propiedad de crecimiento. El eje vertical indica los valores
medidos. Los resultados demuestran que la introduccion del gen HGF es eficaz para promover el crecimiento de
las células endoteliales linfaticas.

La Fig. 5 es un grafico que representa los resultados de un ensayo promotor de c-fos que examina el efecto de la
introduccion de un plasmido de ADNc desnudo en la propiedad de crecimiento. El eje vertical indica los valores
medidos para la actividad de luciferasa. Los resultados demuestran que la introduccién del gen HGF es eficaz
para promover el crecimiento de las células endoteliales linfaticas.

La Fig. 6 es un grafico que representa los resultados de un ensayo promotor de c-fos, que examina el efecto de
la introduccion de un plasmido de ADNc desnudo en la propiedad de crecimiento. El eje vertical indica los valores
medidos para la actividad de luciferasa. Estos resultados demuestran que el vector de expresiéon para ADNc de
HGF potencia de forma significativa la actividad promotora de c-fos, mientras que el vector de expresion para
ADNc de VEGF no potencia la actividad promotora de c-fos.

La Fig. 7 es una serie de graficos que demuestran los efectos de HFG en la actividad de crecimiento y migratoria
de las células endoteliales linfaticas de ser humano. La Fig. 7A representa los resultados de un ensayo de MTS
que examina el crecimiento celular; y la Fig. 7B representa los resultados de un ensayo de migracion que
examina la actividad migratoria. Cada ensayo se llevd a cabo después de afadir HGF de ser humano
recombinante al medio de cultivo de las células endoteliales linfaticas de ser humano, a una concentracion de 0O,
2,10 0 50 ng/ml. En la Fig. 7A, el eje vertical indica la absorbancia a 490 nm; y en la Fig. 7B el eje vertical indica
el numero de células. Estos resultados demuestran que la adicion de HGF promueve la actividad de crecimiento
y migratoria. *p<0,001 (con respecto a 0 ng/ml del HGF de ser humano recombinante); 1p<0,001 (con respecto a
2 ng/ml del HGF de ser humano recombinante).

La Fig. 8 es un grafico que representa el efecto de mejora del linfedema del plasmido de expresion para ADNc de
HGF, en modelos de rata de linfedema que tienen linfedema en la base de las colas. El eje horizontal indica el
tiempo transcurrido después de la cirugia (dias), y el eje vertical indica el grosor de la base de la cola (mm). Se
inyectaron los grupos de Venus como un control, el grupo HGF y el grupo VEGF con 0,1 ml de 200 ng de
plasmidos de expresion para GFP, HGF y VEGF, respectivamente. El grupo de solucién salina fisiologica se
inyectd con 0,1 ml de solucion salina fisiolégica. Los resultados demuestran que la reduccion del grosor de la
cola se promueve mediante la introduccion de ADNc de HGF desnudo y, asi, se mejora el linfedema.

La Fig. 9 es un grafico obtenido mediante el calculo del area bajo la curva del grafico mostrado en la Fig. 8. Los
resultados demuestran que el grosor de la cola se redujo de forma significativa solo en el grupo de ratas en las
que se introdujo el gen HGF. El eje vertical indica la proporciéon de area (%) con respecto al control. $p<0,0001
(con respecto a cada uno de los grupos en los que se introdujo el gen VEGF, el grupo de Venus, el grupo de
solucion salina fisiologica, y el grupo tratado con cirugia solamente).

La Fig. 10 es una serie de fotografias y graficos que representan los resultados de la inspeccion de la
linfangiogénesis en los sitios quirdrgicos, después de la introduccion del gen HGF o del gen VEGF en modelos
de rata de linfedema. La Fig. 10A esta compuesta de micrografias de secciones inmunotefiidas de tejido cerca
del sitio de inyecciéon del gen, en cada rata. La inmunotincién se llevé a cabo utilizando anticuerpos contra
PECAM-1, LYVE-1, Prox1 y c-Met. Los paneles de la parte superior son de ratas en las que se introdujo el gen
HGF; los paneles intermedios son de ratas en las que se introdujo el gen VEGF y los paneles de la parte inferior
son de las ratas de control inyectadas con solucion salina fisiologica. La Fig. 10B esta compuesta de graficos que
representan el numero de vasos que eran positivos para la inmunotinciéon con cada anticuerpo. HGF: ratas en las
que se introdujo el gen HGF; VEGF: ratas en las que se introdujo el gen VEGF; control: ratas inyectadas con
solucion salina fisiologica. El eje vertical indica el niumero de vasos positivos. Estos resultados demuestran que el
nuamero de vasos positivos para los marcadores de células endoteliales linfaticas (LYVE-1 y Proxl) esta
aumentado de forma significativa solamente en las ratas en las que se introdujo el gen HGF; mientras que el
namero de vasos positivos para el marcador de células endoteliales PECAM-1 esta aumentado en las ratas en
las que se introdujo el gen HGF y en las ratas en las que se introdujo el gen VEGF, en comparacion con el
control, pero no hay diferencia significativa. Ademas, se muestra que el nimero de vasos positivos para c-Met,
en las ratas en las que se introdujo el gen HGF, estd aumentado de forma significativa en comparacién con el de
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las ratas en las que se introdujo el gen VEGF, y tiende a estar aumentado en comparacion con el control.

La Fig. 11 es una serie de fotografias que representan la fosforilacion de MAPK y de Akt, después de la
estimulacién con HGF de células endoteliales linfaticas derivadas del conducto toracico canino. Las Figs. 11A 'y
11B representan los resultados de la transferencia de Western utilizando anticuerpos especificos para MAPK
fosforilada y Akt fosforilada, respectivamente (cada panel superior). Los paneles inferiores muestran los
resultados de la transferencia de Western utilizando anticuerpos especificos para MAPK y Akt, con
independencia de su estado de fosforilacion. Estos anticuerpos se utilizaron como controles internos para
demostrar que las muestras contienen cantidades casi equivalentes de MAPK o Akt.

Mejor modo para llevar a cabo la invencion

La presente invencion se basa en el anteriormente mencionado hallazgo de los presentes inventores, que los HGF
activan el crecimiento y la migracién de las células endoteliales linfaticas y de este modo promueven la
linfangiogénesis.

Adicionalmente, la presente invencién se basa en el hallazgo de que los HGF activan el crecimiento y la migracion
de las células endoteliales linfaticas aisladas de animales adultos, pero no de las fetales y neonatales, y de este
modo promueven la linfangiogénesis. Puesto que las células endoteliales linfaticas se diferencian de las venas
fetales en una etapa temprana de la embriogénesis, las proteinas marcadoras de células endoteliales linfaticas
también se expresan en células endoteliales venosas en la etapa fetal temprana. También se sabe que las células
endoteliales linfaticas, adicionalmente, se diferencian en células endoteliales venosas (Wigle J T y Oliver G. Cell, 98:
769-778 (1999)). Por lo tanto, es altamente probable que las células fetales o neonatales estén en una etapa antes
de la diferenciacion terminal, incluso cuando expresan marcadores de células endoteliales linfaticas. Por lo tanto, es
improbable que las células endoteliales linfaticas fetales o neonatales reflejen de forma precisa a las células
endoteliales linfaticas de animales adultos. La presente invencion demostré el efecto de los HGF en las células
endoteliales linfaticas de animales adultos. Por lo tanto, se observé que los HGF y sus genes son eficaces como
agentes terapéuticos para pacientes (mas particularmente adultos) que padecen linfedema después de la extraccion
quirurgica de tejidos cancerosos y/o nodulos linfaticos, para el tratamiento del cancer y para otros pacientes de
linfedema.

Como se define en las reivindicaciones, el acido nucleico que codifica HGF, utilizado en la presente invencion,
comprende un acido nucleico que codifica un HGF que se ha insertado en un vector plasmidico, es decir,
pVAX1HGF/MGB1, descrito en SEC ID N°: 5.

Los acidos nucleicos de la presente invencion que codifican HGF, pueden incorporarse en vectores tales como
liposomas catiénicos, complejos ligando-ADN, y pistolas génicas. Los &cidos nucleicos pueden estar, por ejemplo,
en una forma que estén empaquetados en vectores HVJ-E obtenidos de envolturas de virus Sendai (Kaneda, Y. et
al., Mol. Ther. 6, 219-226 (2002)). De forma alternativa, los acidos nucleicos pueden estar en una forma desnuda.

En la presente invencion, los genes HGF se pueden utilizar solos 0 en combinacion con otros genes y/u otros
agentes farmacéuticos, segun se necesite. En la presente invencién, el gen HGF y los genes utilizados en
combinacién segun se necesite, se incorporan en vectores apropiados que aseguran la expresién in vivo de los
genes, y después se administran en las areas afectadas de los pacientes.

Cuando se administran los agentes promotores de la linfangiogénesis que comprenden como ingredientes activos
acidos nucleicos que codifican HGF, los expertos en la materia pueden seleccionar facilmente una via de
administracion y dosis adecuadas. Sin embargo, los agentes se administran preferentemente mediante inyeccién a,
y/o alrededor de, las areas donde se desea la promocién de la linfangiogénesis, en particular mediante inyeccion
intramuscular en los musculos en y/o alrededor de las areas. Se pueden utilizar otros métodos de administracion,
siempre que HGF pueda expresarse a partir de los acidos nucleicos administrados en, y alrededor de, las areas
donde se desea promover la linfangiogénesis.

Cuando un ingrediente activo es un acido nucleico descrito anteriormente, se puede seleccionar la dosis Unica del
acido nucleico que es eficaz para promover la linfangiogénesis, o para prevenir o tratar el linfedema, por ejemplo, a
partir del intervalo de 0,001 a 10 mg por kg de peso corporal. De forma alternativa, cuando se administra a pacientes
humanos, la dosis del acido nucleico se puede seleccionar, por ejemplo, a partir del intervalo de 0,001 a 50
mg/cuerpo, y la dosis Unica del acido nucleico es preferentemente de aproximadamente 0,5 a 50 mg/cuerpo. Sin
embargo, la dosis no se limita a las descritas anteriormente.

En una realizacion preferente, pVAX1HGF/MGB1 descrito en SEC ID N° 5 disuelto en un tampén fisiolégico o un
transportador farmacéuticamente aceptable, se inyecta en un paciente ser humano de forma intramuscular al
musculo en y/o alrededor de un area donde se desea promover la linfangiogénesis, a una dosis Unica de 1 mg a 20
mg, preferentemente 1 mg a 10 mg, y mas preferentemente 2 mg a 10 mg (por ejemplo, 3 mg a 6 mg, 0 2 mg a 4
mg). El agente se puede administrar dos veces o mas, preferentemente tres veces o mas, a intervalos de
aproximadamente 1 a 10 semanas, preferentemente de aproximadamente de 1 a 8 semanas (por ejemplo, 2 a 6
semanas, o 1 a 4 semanas). Cuando se administra a seres humanos, los agentes se pueden administrar, por
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ejemplo, de acuerdo con el método que describe Morishita R. et al., Hypertension 44(2):203-9 (2004), o un método
modificado de forma apropiada del mismo.

Los agentes promotores de la linfangiogénesis de la presente invencion se pueden utilizar como agentes
farmacéuticos para prevenir o tratar el linfedema. Linfedema se refiere a una afeccién donde la oclusién de los vasos
linfaticos provoca la congestion anormal de los liquidos tisulares, dando como resultado hinchazén, inflamacién
cronica y/o fibrosis. El linfedema, que es una diana para la prevencion o tratamiento mediante los agentes
promotores de la linfangiogénesis de la presente invencion, incluye todas las afecciones que tienen tales sintomas
segun se describe anteriormente, independientemente de sus nombres. Los agentes promotores de la
linfangiogénesis de la presente invencion son utiles para prevenir y tratar enfermedades que involucran tales
sintomas.

En sujetos con alto riesgo de linfedema (por ejemplo, pacientes cuyos nédulos linfaticos han sido extirpados junto
con tumores malignos mediante cirugia), el linfedema se puede prevenir mediante la administracion de los agentes
promotores de la linfangiogénesis de la presente invencion.

De acuerdo con las reivindicaciones, la invencién proporciona medios para prevenir o tratar el linfedema. El sitio de
administracion puede ser cualquier sitio donde se desee promover la linfangiogénesis. El linfedema también puede
tratarse, por ejemplo, mediante la aplicacion de los métodos descritos anteriormente a pacientes con linfedema. De
forma mas especifica, segun se describe anteriormente, se puede promover la linfangiogénesis mediante la
administracién de agentes promotores de la linfangiogénesis.

Los expertos en la materia pueden administrar los genes HGF de ser humano en las areas afectadas de pacientes
con linfedema, considerando de forma apropiada el propésito. La administracién en las areas afectadas de los
pacientes se puede lograr mediante métodos conocidos para los expertos en la materia.

En la presente invencion, el vector descrito anteriormente se puede administrar solo o en combinacion con genes
que codifican otros factores linfangiogénicos, o como composiciones en combinacién con transportadores
farmacéuticamente aceptables y/o aditivos. Cuando se administran en una forma de composicion, las realizaciones
especificas de genes que codifican otros factores linfangiogénicos, y transportadores farmacéuticamente aceptables
y/o aditivos a utilizar en combinacién, son como se describe anteriormente.

Las areas afectadas en las que el vector descrito anteriormente se puede administrar no se limitan de forma
particular, mientras sean areas en las que han aparecido los sintomas de linfedema o se predice que aparezcan. Por
ejemplo, se puede considerar la administracion local en la regién superior del brazo, para linfedema de la extremidad
superior, que a menudo se observa después de la cirugia de cancer de mama y similares; de forma alternativa, se
puede considerar la administracion local en la region femoral para linfedema de extremidad inferior, que se observa
a menudo después de la cirugia de cancer de Utero y similares.

La dosis es como se describe anteriormente; sin embargo, se modifica dependiendo del tipo de enfermedad, peso
del paciente, edad, sexo, y sintomas, propositos de administracion, forma del gen a introducir, y similares. Los
expertos en la materia pueden determinar la dosis de forma apropiada.

Los sujetos a los que se administra el vector de la presente invencion incluyen cualquier mamifero, tal como un
mono, perro, y gato, ademas de al ser humano.

Ejemplos

A continuacién en el presente documento, la presente invencién se describira de forma especifica con referencia a
los Ejemplos, pero no se consideran como limitando a la misma.

Ejemplo 1 Efectos de los HGF en cultivo primario de células endoteliales linfaticas obtenidas del conducto toracico
canino

(1) Preparacion del cultivo primario de células endoteliales linfaticas obtenidas del conducto toracico canino

Se prepararon cultivos primarios de células endoteliales linfaticas obtenidas del conducto toracico canino, mediante
un método conocido (Microcirculation 6, 75-78 (1999)). Perros adultos mestizos (incluyendo machos y hembras; 6 a
12 kg) se sacrificaron por desangrado por la arteria femoral, bajo anestesia. Después, se aislaron los conductos
toracicos (10 a 15 cm), y se pusieron en solucion salina balanceada de Hanks (HBSS) fria (4 °C). Se retiraron los
tejidos conectivos y los adipocitos. Las ramificaciones de los conductos toracicos se ligaron con hilo de seda
esterilizada, y se lavaron los vasos linfaticos con HBSS frio. A continuacion, los conductos toracicos se incubaron en
una solucion de colagenasa (250 U/ml de HBSS) a 37 °C durante 10 minutos. Los conductos se lavaron con MEM
conteniendo suero fetal bovino (SFB) al 10 %, y se recogieron las células. Después de retirar la colagenasa
mediante centrifugacién, se resuspendieron las células en MEM completo suplementado con SFB al 20 % y un
antibiotico, y después se cultivaron en placas de 35 mm recubiertas con colageno tipo I. Las células se cultivaron en
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estado humedo con CO2 al 5% a 37 °C. Cuando las células alcanzaron la confluencia, se desprendieron con
tripsina/EDTA y se recogieron. Las células endoteliales linfaticas se subclonaron para preparar clones de células
endoteliales linfaticas. Las células clonales pudieron pasarse al menos 10 o mas veces.

Se confirmé que las células endoteliales linfaticas asi obtenidas se inmunotefiian con diferentes tipos de anticuerpos
especificos de células endoteliales linfaticas (incluyendo anticuerpo anti-RVEGF-3 y anticuerpo anti-Proxl). Ademas,
mediante inmunotincidn se confirmé la expresion en estas células de c-met, un receptor de HGF. Este hallazgo
nuevo es atribuible a la presente invencion (Fig.1).

(2) Potenciacion de la propiedad de crecimiento mediante un HGF de ser humano recombinante

Se afadié un HGF de ser humano recombinante a una concentracién de 0, 2, 10 o 50 ng/ml al medio que contenia
las células endoteliales linfaticas obtenidas del conducto toracico canino (70 % o mas de confluencia en placas de
96 pocillos), preparadas anteriormente en (1). Después de tres dias, se llevo a cabo el ensayo de MTS utilizando el
reactivo CellTiter 96 One Solution (Promega). El ensayo se realiz6 de forma independiente en nueve pocillos para
cada concentracién. Los resultados se muestran en la Tabla 1 y en la Figura 2.

Tabla 1

HGF 0 ng/ml HGF 2 ng/ml HGF 10 ng/ml HGF 50 ng/ml

n.°1 0,22 0,257 0,339 0,285
ne°2 0,203 0,26 0,291 0,299
n°3 0,203 0,279 0,344 0,341
n.°4 0,183 0,248 0,251 0,25
n°5 0,208 0,262 0,3 0,301
n.’6 0,193 0,247 0,338 0,406
n°7 0,26 0,367 0,403 0,477
n°8 0,288 0,417 0,499 0,503
n.°9 0,289 0,387 0,549 0,437
Media 0,227 0,303 0,368 0,367
DE 0,041 0,068 0,099 0,092
EE 0,014 0,023 0,033 0,031

Incluso en presencia de HGF 2 ng/ml, los valores medidos aumentaron de forma significativa. Estos resultados
sugieren que el HGF promueve fuertemente el crecimiento de células endoteliales linfaticas.

(3) Potenciacién de la actividad migratoria mediante un HGF de ser humano recombinante
(i) Potenciacién de la actividad migratoria mediante un HGF recombinante

Se midi6 la actividad migratoria de las células mediante un método informado de forma previa, utilizando la camara
de Boyden (Arterioscler Thromb Vasc Biol. 22: 108-114 (2002)). Se recubri6 una membrana de policarbonato sin
polivinilpirrolidona (PVP), con un tamafo de poro de 8 um (Neuro Probe Inc., Gaithersburg, MD), con gelatina al
0,1 % y el exceso de gelatina se elimind utilizando solucion salina tamponada con fosfato (PBS). La membrana
descrita anteriormente se puso sobre la camara superior de la camara de Boyden, que contenia 28 ul de medio
EBM2 suplementado con SFB al 1 %, y se afiadié a la camara superior 50 ul del medio conteniendo 108 células
endoteliales linfaticas obtenidas del conducto toracico canino, preparadas anteriormente en (1). Se afiadié al medio
un HGF de ser humano recombinante, a una concentracion de 0, 10 o 50 ng/ml. Se cultivaron las células en un
estado humedo con COz al 5 %, a 37 °C durante cuatro horas. Se retiré la membrana, y se desprendieron las células
de la superficie superior de la membrana. Se tifieron las células de la superficie superior de la membrana con el Diff-
Quick (Sysmex, Hyogo, Japon) y se contaron. Este ensayo se realizé de forma independiente en tres pocillos para
cada concentracién de HGF. Los resultados se muestran en la Tabla 2 y en la Fig. 3.

Tabla2
HGF (-) HGF 10 ng/ml  HGF 50 ng/ml

n.°1 3 224 271

n.°2 4 238 307
n°3 6 222 254
Media 4,33 228,00 277,33

DE 1,53 8,72 27,06

EE 0,0882 5,033 15,624

La Tabla 2 mostrada anteriormente y la Fig. 3 sugieren que, incluso en presencia de 10 ng/ml de HGF, los valores
medidos aumentan de forma significativa y, asi, el HGF promueve la migracion de las células endoteliales linfaticas.
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Los resultados anteriores sugieren que los HGF promueven la linfangiogénesis mediante la promocién del
crecimiento y la migracion de las células endoteliales linfaticas.

(i) Potenciacion de la actividad migratoria mediante un HGF recombinante paracrino

Un plasmido de expresion para ADNc de HGF de ser humano, pVAX1HGF/MGB1 (SEC ID N°: 5), se empaquet6 en
el vector HVJ-E mediante un método informado de forma previa (Kaneda, Y. et al., Mol. Ther. 6, 219-226 (2002)).

Se cultivaron células BHK hasta que alcanzaron la confluencia en placas de 100 mm. Se afadieron al medio de
cultivo de las células BHK, 50 HAU del vector que contenia el plasmido y después se introdujeron en las células.
Después de 24 horas de cultivo, las células se transfirieron a insertos para placas de 24 pocillos y se cultivaron
hasta que estuvieron casi en confluencia.

Entre tanto, las células endoteliales linfaticas obtenidas del conducto toracico canino, descritas anteriormente en (1),
se cultivaron hasta el 70 % o mas de confluencia en placas de 24 pocillos, y se colocaron en los pocillos los insertos
que contenian las anteriormente descritas células BHK, en las que se introdujo el plasmido de expresion para ADNc
de HGF de ser humano pVAX1HGF/MGB1. Después de 48 horas de cultivo, del mismo modo que se describe
anteriormente, las células se sometieron al ensayo de MTS. El ensayo se realizé de forma independiente en seis
pocillos para cada muestra. Se utilizaron como un control negativo células tratadas del mismo modo, utilizando un
plasmido de expresion de GFP en lugar de un plasmido de expresion para ADNc de HGF de ser humano
pVAX1HGF/MGB1. Los resultados se muestran en la Tabla 3 y en la Fig. 4.

Tabla 3
GFP_ HGF
n°1 | 0,260 0,497
n°2 | 0,320 0,451
n°3 | 0,338 0,397
n°4 | 0272 0414
n°5 | 0,306 0,440
n°6 | 0,307 0,400
Media | 0,301 0,433
DE | 0,029 0,038
EE | 0,012 0,016

Cuando se cocultivaron las células con las células en las que se habia introducido el ADNc de HGF, los valores
medidos en el ensayo de MTS aumentaron de forma significativa en comparacion con el control negativo. Estos

resultados demuestran que la introduccién del gen HGF es eficaz para promover el crecimiento de células
endoteliales linfaticas.

Para confirmar adicionalmente la promocion del crecimiento de las células endoteliales linfaticas mediante el HGF,

se midi6 la actividad promotora de c-fos mediante un método informado de forma previa (Hypertension 37(2); 581-
586 (2001)).

El ensayo se realiz6 de forma independiente en seis pocillos para cada muestra. Como un control negativo se
utilizaron las células tratadas utilizando un plasmido de expresién de GFP, del mismo modo segun se describe
anteriormente. Los resultados se muestran en la Tabla 4 y en la Fig. 5.

Tabla 4

GFP HGF
n.°1 231101 317234
n.°2 210645 344423
n.°3 143101 303133
n.°4 141224 319125
n.°5 195948 384934
n.° 6 189940 270410

Media | 185326,50 323209,83
DE 36327,55  38738,02
EE 14830,66 15814,73

Se sabe que la actividad promotora de c-fos correlaciona de forma positiva con la propiedad del crecimiento celular.
Por lo tanto, habida cuenta de que el HGF aumenta la actividad promotora de c-fos, es evidente que la introduccion
del gen HGF es eficaz para promover el crecimiento de las células endoteliales linfaticas.

(5) Comparacion de los efectos promotores del crecimiento entre un ADNc de HGF de ser humano y un ADNc de
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VEGEF en un sistema autocrino

Utilizando Lipofectamina Plus (GIBCO-BRL), para el ensayo promotor de c-fos se introdujo un plasmido de expresion
para un ADNc de HGF de ser humano desnudo, pVAX1HGF/MGB1, y un plasmido del gen indicador de luciferasa c-
fos (p2FTL), en las células endoteliales linfaticas descritas anteriormente, cultivadas hasta subconfluencia en placas
de 6 pocillos (J. Hypertens. 16: 993-1000 (1998)). Después de 24 horas de cultivo, las células se cultivaron en medio
de cultivo sin suero durante 24 horas. Después, se determin6é la actividad luciferasa mediante un meétodo
convencional, y se observé que estaba aumentada. A continuacién, utilizando el ADNc de VEGF de ser humano en
lugar del ADNc de HGF de ser humano, se llevaron a cabo los mismos experimentos segun se describe
anteriormente en (4) para comparar los efectos del ADNc de HGF de ser humano y del ADNc de VEGF sobre la
actividad promotora de c-fos. El ensayo se realizé de forma independiente en cuatro pocillos para cada muestra. Los
resultados se muestran en la Tabla 5 y en la Fig. 6.

Tabla 5

GFP VEGF HGF
n.°1 28135 9213 120035
n.°2 19431 14273 80231
n°3 6789 3728 46335
n.°4 9085 2936 39688
Media | 15860,00 7537,50 71572,25

DE 9859,20  5287,10  36865,23

EE | 4929599 2643551 18432,617

Estos resultados sugieren que la introduccion del plasmido de expresion para ADNc de HGF aumenta de forma
significativa la actividad promotora de c-fos a través de un sistema autocrino de HGF, mientras que el plasmido de
expresion para ADNc de VEGF no aumenta la actividad promotora de c-fos y por lo tanto no promueve el
crecimiento de las células endoteliales linfaticas.

Los resultados de los experimentos utilizando el sistema de cultivo celular primario descrito anteriormente sugieren
que la linfangiogénesis se promueve mediante los HGF, que la linfangiogénesis se puede promover mediante la
introduccion del gen HGF, y que la introduccién de un plasmido de expresion para un ADNc de HGF desnudo, es
decir la introduccion de un acido nucleico que codifica un HGF, es eficaz para la promocion.

Ademas, se utilizaron en el presente Ejemplo células endoteliales linfaticas aisladas de perros adultos, y por lo tanto
se ha demostrado que los HGF tienen la actividad descrita anteriormente sobre células endoteliales linfaticas de
animales adultos. Esto sugiere que los HGF son Utiles como agentes terapéuticos para el linfedema.

Ademas, para confirmar que la actividad promotora de la linfangiogénesis de HGF de ser humano no era especifica
para células endoteliales linfaticas caninas, se investigo la actividad promotora del crecimiento de HGF sobre
cultivos primarios de células endoteliales adrticas y venosas de perros adultos mestizos, del mismo modo que se
describe anteriormente. Como un resultado, se observé que el HGF de ser humano tenia actividad promotora del
crecimiento sobre estas células. Ademas, esta actividad promotora del crecimiento era comparable a la que tiene
sobre células de ser humano equivalentes (datos no mostrados). De forma consecuente, los HGF de ser humano
también actiuan sobre células endoteliales vasculares caninas del mismo modo que sobre las células endoteliales
vasculares de ser humano. Estos hallazgos sugieren que la actividad promotora de la linfangiogénesis de los HGF
de ser humano, no es especifica para células endoteliales linfaticas caninas.

(6) Confirmacion de la actividad de HGF sobre células endoteliales linfaticas de ser humano

Se postulé que las células endoteliales linfaticas de ser humano darian los mismos resultados que los obtenidos
utilizando las células endoteliales linfaticas aisladas de perros adultos. Para confirmar esta prevision, se ensayé el
efecto de HGF sobre las propiedades de crecimiento y migratoria de células endoteliales linfaticas de ser humano
(AngioBio Co. (Del Mar, CA)).

Se utilizaron en los experimentos células de los pasajes 5 a 8. Mediante inmunotincion se confirmé que el factor de
von Willebrand, el receptor de VEGF-3, Prox1, y c-Met, que son marcadores de células endoteliales linfaticas, se
expresaron también en las células (datos no mostrados). Se llevaron a cabo el ensayo de MTS y el ensayo de
migracion, del mismo modo que los experimentos utilizando células endoteliales linfaticas caninas.

Los resultados del ensayo de MTS y del ensayo de migracion se muestran en las Figs. 7A 'y 7B, respectivamente. La
propiedad de crecimiento y migratoria de la célula se aumentaron mediante la adicion de HGF de ser humano
recombinante. Aumentaron de forma significativa a concentraciones de 10 ng/ml o mayor en comparacion con las
células sin HGF.

Los resultados confirman el pronéstico inicial de que un HGF promoveria la linfangiogénesis de las células
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endoteliales linfaticas de ser humano asi como la de las células endoteliales linfaticas de perros adultos descritas
anteriormente en (1) a (5).

Los resultados anteriores sugieren que los HGF tienen actividad promotora de la linfangiogénesis no solo en perros,
sino también en otros mamiferos (incluyendo seres humanos).

Ejemplo 2 Efecto de los HGF en modelos de rata de linfedema

Basandose en los hallazgos descritos anteriormente, se ensayé el efecto de un HGF en el linfedema utilizando
modelos de rata para demostrar el efecto in vivo.

(1) Preparacion de los modelos de rata de linfedema

Los modelos de rata de linfedema se prepararon de acuerdo con Slavin SA ef al. (Anals of Surgery 229, 421-427
(1999)). Para confirmar la presencia de linfedema en la cola de los modelos de rata, inmediatamente antes de la
cirugia se inyecté solucién salina fisiologica que contenia colorante Patent Blue al 0,5 %, en una posicién apartada
varios centimetros de la base de la cola. El dia siguiente a la cirugia se disecciono la regién de la cola, y se observd
el colorante azul en los vasos linfaticos (datos no mostrados). Ademas, la base de la cola estaba engrosada de
forma evidente en comparacion con las ratas de control, y por lo tanto se demostrd que las ratas anteriores son
utiles como modelos de linfedema.

(2) Efecto mejorador del linfedema de un plasmido de expresién para ADNc de HGF en modelos de rata de
linfedema

Utilizando los modelos de rata preparados como se describe anteriormente, se investigd el efecto de la introduccion
del gen HGF de ser humano sobre el linfedema.

Se administraron de forma intramuscular 200 pg (/100 pl) de un plasmido de expresion para un ADNc de HGF de ser
humano desnudo, pVAX1HGF/MGB1, y 200 ug (/100 ul) de un plasmido de expresién para un ADNc de VEGF
desnudo, y como un control, 200 ug (/100 ul) de un plasmido de la expresion de GFP desnudo (plasmido Venus),
uno, siete, y 14 dias después de la cirugia. En el grupo con solo cirugia, solo se llevo a cabo cirugia, sin inyeccion.
En el grupo sin cirugia no se llevo a cabo cirugia. En el grupo de solucion salina fisiologica, se inyecté de forma
intramuscular 100 pl de solucion salina fisioldgica, uno, siete y 14 dias después de la cirugia. Cada siete dias hasta
el dia 35 después de la cirugia, se midi6 en cada grupo el grosor de la cola. Se probaron cinco ratas en cada grupo y
se determiné la media, lo que se muestra en la Fig. 8.

En todos los grupos, después de la cirugia el grosor de la cola aumenté de forma transitoria. Sin embargo, en
comparacién con los otros grupos, el grosor de la cola disminuydé de forma mas rapida y el grado fue mayor
solamente en el grupo donde se introdujo ADNc de HGF. Esta diferencia fue significativa después del dia 21. Por lo
tanto, se observo que el linfedema mejoré mediante la introduccion de plasmido de ADNc de HGF desnudo.

Se determinaron las areas bajo las curvas mostradas en la Fig. 8. El resultado se muestra en la Fig. 9. No hubo
diferencia entre las ratas en las que se introdujo el gen VEGF y las ratas en el grupo de control de Venus; sin
embargo, se observé que el grosor de la cola disminuia de forma significativa en las ratas en las que se introdujo el
gen HGF. Esta disminucion en el grosor de la cola afectada con linfedema implica el alivio o la cura del linfedema.
Por lo tanto, se demostré claramente que el linfedema se aliviaba o curaba mediante la introduccién de un acido
nucleico que codifica un HGF (el gen HGF).

En los dias 4, 10 y 17 después de la cirugia, se recogieron muestras de tejido de los sitios quirirgicos en las colas
de las ratas descritos anteriormente, y se determiné el nivel de ARNm de HGF de ser humano mediante RT-PCR en
tiempo, real utilizando un método convencional. Como resultado, la expresion de HGF de ser humano se confirmé
hasta el dia 17 después de la cirugia solamente en el grupo en el que se introdujo el gen HGF de ser humano (datos
no mostrados).

Ademas, el dia 35 después de la cirugia se detectdé mediante inmunotincién en los sitios de inyeccién, la expresion
del marcador de células endoteliales (PECAM-1), de los marcadores de células endoteliales linfaticas (LYVE-1 y
Proxl), y de c-met, en las ratas en las que se introdujo el gen HGF, en las ratas en las que se introdujo el gen VEGF,
y en las ratas de control inyectadas con solucién salina fisiolégica. En la Fig. 10 (Fig. 10A), se muestran imagenes
de tincién normales. Ademas, el nivel de expresién de cada marcador se determiné mediante el recuento del nimero
de vasos positivos para inmunotincién en campos microscopicos seleccionados de forma aleatoria, utilizando un
método conocido (Yoon YS, et al., J. Clin. Invest. 111: 717-725 (2003)) (Fig. 10B). Este resultado mostré6 que no
habia diferencia en el nimero de vasos positivos para un marcador de células endoteliales, PECAM-1, en las ratas
en las que se introdujo el gen HGF vy las ratas en las que se introdujo el gen VEGF, en comparacion con el control.
Por otro lado, los niumeros de vasos positivos para los marcadores de células endoteliales linfaticas, LYVE-1 y
Prox1, aumentaron de forma significativa en las ratas en las que se introdujo el gen HGF, mientras que no hubo
diferencia entre el control y las ratas en las que se introdujo el gen VEGF. Ademas, en comparacion con el control, el
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numero de vasos positivos para c-met también tendié a aumentar solo en las ratas en las que se introdujo el gen
HGF. Estos resultados confirman que el gen HGF promueve la linfangiogénesis pero que el gen VEGF no lo hace.

Los resultados obtenidos con los modelos de rata de linfedema demostraron que cuando un acido nucleico que
codifica un HGF se inyecta y expresa cerca de sitios afectados con linfedema, se generan vasos linfaticos alrededor
de los sitios de inyeccién. Los modelos de rata pueden reflejar cualquier tipo de linfedema. Por lo tanto, los hallazgos
obtenidos en el presente documento con los modelos de rata, que el sintoma de linfedema se alivia o se cura in vivo
mediante la administracion del gen HGF, sugiere que los HGF y sus genes son utiles como agentes terapéuticos
para linfedema en mamiferos, incluyendo seres humanos.

Ejemplo 3 Confirmacién de la sefializacion de HGF en células endoteliales linfaticas

Para confirmar el mecanismo de la acciéon de los HGF anteriormente descrito, se demostré que la fosforilacion de
MAPK y de Akt, que se sabe que se induce mediante los HGF en células endoteliales vasculares, también se indujo
en células endoteliales linfaticas mediante estimulacién con HGF. Se sabe que la fosforilacion de MAPK y de Akt es
imprescindible para el crecimiento de las células endoteliales vasculares, promovido mediante los HGF (Nakagami
H., Hypertension 37 [parte 2]: 581-586 (2001)).

Se cambi6 el medio de cultivo de las células endoteliales linfaticas descritas anteriormente, obtenidas del conducto
toracico canino, con MEM conteniendo SFT al 0,5 % o MEM sin SFT, 12 horas o mas antes de la adiciéon de un
HGF. Se afadié6 un HGF de ser humano recombinante, en una concentracion de 100 ng/ml, y después de 0 a 15
minutos se eliminé el medio y las células se lisaron con tampén de lisis (Tris-Cl 50 mM, EGTA 2,5 mM, EDTA 1 mM,
NaF 10 nM, desoxicorticosterona al 1 %, Triton X-100 al 1 %, PMSF 1 nM y vanadato de sodio 2 mM (pH 7,5)). Las
moléculas genémicas se rompieron mediante tratamiento por ultrasonido. De acuerdo con un método convencional,
se sometieron muestras conteniendo 20 pg de proteinas a SDS-PAGE al 10 %. Después de transferir a membrana
de nitrocelulosa se llevd a cabo una transferencia de Western, utilizando un anticuerpo anti-MAPK/ERK, un
anticuerpo especifico para MAPK/ERK fosforilada (fosfoespecifico; Tyr705 o Ser727), un anticuerpo anti-Akt, y un
anticuerpo especifico para Akt fosforilada. Los anticuerpos primarios utilizados estaban disponibles de Cell Signaling
Technology y otros. La deteccion hizo utilizando el kit ECL (Amersham).

Los resultados se muestran en la Fig. 11. La Fig. 11A muestra un resultado de la transferencia de Western para
MAPK. El resultado demuestra que la fosforilacion de las MAPK p44 y p42 esta potenciada dentro de los cinco
minutos después de la estimulacién con HGF. El resultado de Akt se muestra en la Fig. 11B. Del mismo modo,
dentro de los cinco minutos después de la estimulacién con HGF se potencia la fosforilacién de Akt. Cada panel de
la parte inferior representa la deteccion de las MAPK p44 y p42, o de Akt como un control interno.

En las células endoteliales linfaticas también se potencié la fosforilacion de MAPK y de Akt, en respuesta a la
estimulacion con HGF, como se describe anteriormente. Esto sugiere que, en células endoteliales linfaticas, los HGF
también inducen, a través de c-met, la misma cascada de fosforilacion que en las células endoteliales vasculares.
Por lo tanto, se supone que la fosforilacién de MAPK y de Akt es una sefial imprescindible para el crecimiento de las
células endoteliales linfaticas.

Ademas, se observé que la actividad promotora del crecimiento de las células endoteliales linfaticas de los HGF se
reducia mediante los inhibidores MEK U0126 (50 uM) y PD9805 (30 uM), y los inhibidores de P13 quinasa Ly294002
(50 uM) y wortmanina (100 nM) (datos no mostrados). Este hallazgo también sugiere que la actividad linfangiogénica
de los HGF se basa en la induccion a través de c-met de la misma cascada de sefiales que en las células
endoteliales vasculares mediante los HGF.

Aplicabilidad industrial

La presente invencion proporciona agentes promotores de la linfangiogénesis nuevos. Los agentes promotores de la
linfangiogénesis que proporciona la presente invencion, comprenden los HGF de ser humano como ingredientes
activos.

VEGF-C es un factor peptidico conocido que promueve la linfangiogénesis. Sin embargo, otros miembros VEGF que
pertenecen a la familia VEGF no tienen actividad promotora de linfangiogénesis. Solo se sabia que VEGF-C tiene
actividad promotora de la linfangiogénesis.

Entre tanto, los HGF, que se ha descubierto en el presente documento que tienen actividad promotora de la
linfangiogénesis, son conocidos como factores angiogénicos, como VEGF. Puesto que VEGF no tiene actividad
promotora de la linfangiogénesis, los expertos en la materia han supuesto que los HGF tampoco tienen actividad
promotora de la linfangiogénesis. Por consiguiente, los hallazgos de la presente invencién, que los HGF tienen
actividad a linfangiogénica, se consideran un hecho notable.

Ademas, VEGF-C puede inducir edema a través del entrecruzamiento con RVEGF2; sin embargo, los HGF no tienen
tal riesgo. Esta también es una caracteristica notable de los agentes promotores de la linfangiogénesis de la
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presente invencion. Los agentes promotores de la linfangiogénesis son eficaces para prevenir o tratar el linfedema.
Ademas, los HGF activan el crecimiento y la migracion de células endoteliales linfaticas no aisladas de sistemas
fetales o neonatales sino de animales adultos y, de este modo, promueven la linfangiogénesis. La mayoria de los
pacientes que padecen linfedema después de la extraccion quirdrgica de tejidos cancerosos y/o de nédulos linfaticos
para el tratamiento de cancer son adultos. Por lo tanto, los agentes de la presente invenciéon son particularmente
utiles como agentes terapéuticos para adultos que padecen linfedema después de la extraccion quirurgica de tejidos
cancerosos y/o de nodulos linfaticos para el tratamiento del cancer.
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<210>1

<211> 2187

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1
atgtggetga ccaamactccet gecagecetg cigetgeage atgtecteoct geatetecte 60
ctgctcceca tegecatcee ctatgeagag ggacaaagga aaagaagaaa tacaattcat 120
gaattcaaaa aatcagcaaa gactacccta atcaaaatag atccagcact gaagataaaa - 180
accaaaaaag tgaatactgc'agaccaatgt gectaatagat gtactaggaa taaaggactt 240
ccattcactt gcaaggettt tgittttgat aaagcaagaa aacaatgect ctggttecec 300
ttcaatagca tgtcaagtgg agtgaaaaaa gaattiggec atgaatttga cctctatgaa 360
aacaaagact acattagaaa ctgcatcatt ggtaaaggac gcagcetacaa gggaacagta 420
tctatcacta agagtggcat caaatgtcag ccectggagtt ccatgatace acacgaacac 480
agctttttge citcgageta teggggtaaa gacctacagg aaaactactg tcgaaatect 540
cgaggggaag aagggggace ctggtgtitc acaagcaatce cagaggtacg ctacgaagic 600



tgtpgacatic

EEtctcatgpe

caccggcaca

Cgcaatcccg

gagtactgtg

gaaacaactg

tggaatggaa

cctgaaaatt

gaatcaccct

ccaaactigtg

ggcaacttat

gacttacatc

cgaaatccag

tgeggattatt

gaccatcceg

acacgaacaa

gpatcattga

tigaaagatt

tgcaaacagg

ttaatgaagc

aattatggat

gegattgatca

aaatgcagce

ctcagtgttc
atcatacaéa
aattctigcec
atggecagee
caattaaaac
aatgcatcca
ttccatgtca

tcaagtgeaa

ggtgttitac

atatgtcaca

CcCcCcdaacaag

gitcatatctt

atgatgatge
gcectattte
taatatcttg
acataggatg
taaaggagag
a£gaagcttg
ttctcaatgt
tigccaggee
gcacaattcc
actatgatgg

agcatcatcg
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agaagitgaa

atcaggcaag

tgaaagatat

gaggccatgg

algcgctgac

agetcaagga

geglitgeggat

ggacctacga

cactgatcca

tggacaagat

atctggacta

ctgggaacca

tcatggacce

tegtigtgaa

tgccaaaacg

gatggitagt

ttgggttcott

gcttggaatt

ttcccagetg

tgectgtectg

tgaaaagacc

cctattacga

ageggaagelg

tgecatgacct
atttgtcagce
cccgacaage
tgctatactc
aatactatga
gaaggctaca
tctecagtatc
gaaaattact
aacatccgag
tgttategty
acatgticaa
gatgcaagta
tgegtgctaca
gegtgatacca
aaacaattge
ttéagataca
actgcacgac
catgatgtce
gtatatgpce
gatgattttg
agttgcagtg
glggcacatc

actctgaatg

13

gcaatgggga
gctgggatcea
gctittgatga
ttgaccctca
atgacactga
ggggcactgt
ctcacgagca
gccgaaatcc
tiggctactg
Egaatggeaa
tgtgggacaa
apgctgaatga
cgggaaatcc
cacctacaat
gagttgtaaa
gaaataaaca
agtgtttece
acggaagagg
ctgaaggatc
ttagtacgat
tttatggcte
ictatataat

agtctgaaat

gagttatcga

tcagacaccea

taattattge

cacccgetgeg

tgttcctttg

caataccatt

igacatgact

agatgggtct

ctcccaaatt |

aaattatatg
gaacatggaa
gaattactgce
actcattcct
agtcaattta
tggggttcca
tatctgcgga
ttetcgagac
agatgagaaa
agatctggtt
tgatttacct

geggctacact
gggaaatgag

atgtgetgge

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980



10

ES 2561 155713

gctgaaaaga ttggatcagg accatgtgag ggggattatg gtggeccact tgttigtgag

caacatasaa tgagaatpgt tcttggtgtc atigttccig gtcgtggate tgecattccea

aatcgtectig gtattttigt ccgagtageca tattatgcaa aatggataca caaaattatt

ttaacatata aggtaccaca gtcatag

<210>2
<211> 728
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>2

Met Trp

“Leu His

Arg Llys

Thr Leu
50

Asn Thr
65

Pro Phe

Leu Trp

Gly His

Ile Ile

130

Ser Gly
145

Val Thr

Leu Leu

20

Arg Arg
35

Ile Lys
Ala Asp
Thr Cys
Phe Pro

100

Glu Phe
115

Gly Lys

Ile Lys

Lys

Leu

Asn

Ile

Gln

Lyxs

85

Phe

Asp

Gly

Cys

Leu

Leu

Thr

Asp

Cys

70

Ala

Asn

Leu

Arg

Gln
150

Leu

Pro

Ile

Pro

55

Ala

Phe

Ser

Tyr

Ser

135

Pro

Pro Ala Leu
10

Ile Ala Ile
25

His Glu Phe
40

Ala Leu Lys

Asn Arg Cys

Val Phe Asp
90

Met Ser Ser
105

Glu Asn Lys
120
Tyr Lys Gly

Trp Ser Ser

14

Leu

Pro

Lys

Ile

Thr

75

Lys

Gly

Asp

Thr

Met
166

Leu Gln His
Tyr Ala Giu
a0

Lys Ser Ala
45

Lys Thr Lys
60

Arg Asn Lys
Ala Arg Lys
Yal Lys Lys

110

Tyi Ile Arg
125

Val Ser Ile
140

Ile Pro His

[

Yal Leu
15

Gly Gln

Lys Thr

Lys Val

Gly Leu

80

Gln Cys

g5

Glu Phe

Asn Cys

Thr Lys

Glu His
160

2040

2100

2160

2187



Ser

Cys

Asn

Val

His

225

His

Asp

Thr

Ala

Cys

305

Trp

His

Tyr

Asp

Met
385

Phe Leu
Arg Asn

Pro Glu
195

Glu Cys
210

Thr Glu
Arg His
Asn Tyr

Leu Asp
275

Asp Asn
290

Ile Gln
Asn Gly
Asp Met

Cys Arg
355

Pro Asn
370

Ser His

Pro

Pro

180

Val

Met

Ser

Lys

Cys

260

Pro

Thr

Gly

Ile

340

Asn

Ile

Gly
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Ser Ser
165

Arg Gly

Arg Tyr

Thr Cys

Gly Lys
230

Phe Leu
245

Arg Asn

His Thr

Met Asn

Gln Gly

310

Pro Cys

325

Pro Glu

Pro Asp.

Arg Val

Gln Asp
390

Tyr Arg
Glu Glu

Glu Val
200

Asn Gly
215

Ile Cys
Pro Glu
Pro Asp

Arg Trp
280

Asp Thr
295

Glu Gly
Gln Arg
Asn Phe

Gly Ser
360

Gly Tyr
375

Cys Tyr

Gly

Gly

185

Cys

Glu

Gln

Arg

Gly

265

Glu

Asp

Tyr

Trp

Lys

345

Glu

Cys

Arg

15

Lys

170

Gly

Asp

Ser

Arg

Tyr

250

Gln

Tyr

Val

Arg

Asp

330

Cys

Ser

Ser

Gly

Asp

Pro

Tle

Tyr

Trp

235

Pro

Cys

Pro

Gly

315

Ser

Lys

Pro

Gln

Asn
395

Leu

Trp

Pro

Arg

220

Asp

Asp

Arg

Ala

Leu

300

Thr

Gln

Asp

Trp

Tle
380

-Gly

Gln

Cys

Gln

205

Gly

His

Lys

Pro

Ile

285

Glu

Val

Tyr

Leu

Cys

365

Pro

Lys

Glu

Phe

190

Cys

Leu

Gin

Gly

Trp

270

Lys

Thr

Asn

Pro

Arg

350

Phe

Asn

Asn

Asn

175

Thrx

Ser

Met

Thr

Phe

255

Cys

Thr

Thr

Thr

His

335

Glu

Thr

Cys

Tyr

Tyr

Ser

Glu

Asp

Pro

240

Asp

Tyx

Cys

Giu

Ile

320

Glu

Asn

Thr

Asp

Met
400



Gly Asn

Lys Asn

Ser Lys

Gly Pro
450

Pro 1le
465

Asp His

Asn Gly

Tyr Arg

Yal Leu
530

Glu Ala
‘545

Cys Lys

Ser Asp

Phe Val

Lys Thr

610

Tyr Asp
625

Leu Ser Gln

Met

Leu

435

Trp

Ser

Pro

Ile

Asn

515

Thr

Trp

Gln

Leu

Ser

595

Ser

Gly

Glu

420

Asn

Cys

Arg

Val

Pro

500

Lys

Ala

Leu

Val

Val

580

Thr

Cys

Leu

405

Asp
Glu
Tyr
Cys
Ile
485
Thr
His
Arg
Gly
Leu
565
Leu
Ile

Ser

Leu
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Thr
Leu
Asn
Thr
Glu
470
Ser
Arg
Ile
Gln
Ile
550
Asn
Met
Asp

Val

Arg
630

Arg Ser Gly
His Arg His
425

Tyr Cys Arg
440

Gly Asn Pro
455

Gly Asp Thr

Cys Ala Lys

Thr Asn Ile

505

Cys Gly Gly
620

Cys Phe Pro
835

His Asp Val

Yal Ser Gln

Leu

410

Ile

Asn

Leu

Thr

Thr

490

Gly

Ser

Ser

His

Leu

570

Lys Leu Ala
585

Leu Pro Asn
600

Tyr Gly Trp
615

Val Ala His

16

Arg

Tyr

Gly

Leu

Thr

Phe

Pro

Ile

Pro

475

Lys

Trp

Leu

Arg

Gly

555

Val

Pro

Gly

Tyr

Tyr
635

Cys Ser

Trp Glu

445

Pro Trp
460

Thr Ile
Gln Leu
Met Val

Ile Lys
525

Asp Leu
540

Arg Gly
Tyr Gly
Ala Val

Cys Thr
805

Thr Gly
620

Ile Met

Met

Pro

430

Asp

Asp

Val

Arg

Ser

510

Glu

Lys

Asp

Pro

Leu

590

Ile

Leu

Gly

Trp Asp
415

Asp Ala

Ala His

Tyr Cys

Asn Leu
480

Yal Val
495

Leu Arg

Ser Trp

Asp Tyr

Glu Lys

560

Glu Gly

575

Asp Asp

Pro Glu

Ile Asn

Asn Glu
640
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10

17

Lys Cys Ser Gln His His Arg Gly Lys Val Thr Leu Asn Glu Ser Glu
645 650 655
Ile Cys Ala Gly Ala Glu Lys Ile Gly Ser Gly Pro Cys Glu Gly Asp
660 665 670
Tyr Gly Gly Pro Leu Val Cys Glu Gln His Lys Met Arg Met Val Leu
675 680 685
Gly Val Ile Val Pro Gly Arg Gly Cys Ala Ile Pro Asn Arg Pro Gly
690 695 700
Ile Phe Val Arg Yal Ala Tyr Tyr Ala Lys Trp Ile His Lys Ile Ile
7056 710 715 720
Lee Thr Tyr Lys Val Pro Gln Ser
725
<210> 3
<211> 4173
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 3
atgaaggccc ccgetgtget tgcaccigge atecctegtege tectgtttac cttgetgeag 60
aggagcaatg gggapgtgtaa agaggcacta gcaaagiccpg agatgaatgt gaatatgaag 12¢
tatcagettc ccaacttcac cgcggaaaca cccatccaga atgtcattct acatgageat 180
cacattttcc ttggtgccac taactacatt tatgttttaa atgaggaaga ccttcagaag 240
gttgctgapt acaagacigg gectgtgctg gaacaccceag attgtttece atgtcaggac 300
tgcagcagea aagecaattt atcaggaggt gttiggaaag ataacatcaa catggctcta 360
gttgtcgaca cectactatga tgatcaactc attagctgtg gcagcgtcaa cagagggacco 420
tgccagegac atgtcttice ccacaatcat actgetgaca tacagtcgga ggttcactge 480
atattctccc cacagataga agagcccage cagtgtcctg actgtgtggt gagegecetg 540
gegagccaaag tcetttcate tgtaaaggac cggttcatca acttetttgt aggeaatace 600



ataaattctt

gaaacgaaag

ttcagagatt

ttettgacegeg

Ctictgttceca

acagaaaaga

tatgtcageca

attcttitcg

gccatgtiglg

aacaatgtega

acacttctga

accacagett

tctatatcca

cgcettcatge

ctggacteec

tacacactgg

agacatttcc

tgccacgaca

tgtctgectg

ctgaccatat

actagagttc

acattgaaat

cttatitcce
atggttttat
cttaccccat
tccaaaggga
taaactctgg
gaaaaaaéag
agecctgggec
ggetgttege
cattccectat
gatgtctcca
gaaatticatc
tegcagegegt
ccticattaa
aggtigtggt
atccagtgtc
ttatcactge
agtcctgcag
aatgtgteeg
caatctacaa
gtggctggga
tcecttggraaa

gcacagitge
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agatcatcca
gtttttpacg
taagtategte
aactctagat
attgcattce
atccacaaag
ccagcttget
acaaagcaag
caaatatgte
gecatttittac
aggctgtgaa
tgacttattc
aggagacctce
ttctcgétca
teccagaagte
gaagaagatc
tcaatgectce
atcggaggaa
ggttittecca
ctttggattt
tgagagetpc

tcetgecatg

ttgcattcga

gaccagtect

catgccttte

gctcagactt

tacatggaaa

aaggaagtpt

agacaaatag

ccagattctg

aacgactict

Egacccaatc

gcgegecgtlg

atgggtcaat

accatageta

ggaccatcaa

attgtgpage

acgaagatcc

tctgccccac

tgcctgagceg

aatagtgcac

CRgaggaata

accttgactt

aataagcatt

18

tatcagtgag
acattigategt
aaagcaacaa
ttcacacaag
tgcctetgga
ttaatatact
gagccagect
ccgaaccaat
tcaacaagat
atgagcactg
atgaataticg
Lcagcgaagt
atcttgggac
cececctecatgt
atacattaaa
cattgaapgg
cctitgttica
EEacatggac
cccttgaagg
ataaatttga
taagtgagag

tcaatatgte

aaggctaaag

tttacctgag

ttttatttac

aataatcagg

gtgtatictc

tcaggctece

gaatgatgac

ggatcgatct

cgtcaacaaa

ctttaatagg

aacagagttt

cctcttaaca

atcagagggt

gaatiticte

ccaaaatggc

cttgggetge

gtgtggctgeg

Ltcaacagatc

agggacaage

tttaaagaaa

cacgatgaat

cataattatt

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1920



tcaaatggec
agtatticge
tacctaaaca
agtgtgtcaa
getgttaaat
gatcccattg
acaggigttg
Eaagcaggaa
tgtaccacte
ttcatgttag
tttaagectt
aageggaaatp
agctgtpaga
ctgaaatiga
gpaaaagtaa
atatcaacag
attaaagatc
gatagepcttg
gtagactacc
tgccgacaag
gatatatcca
pagcetggtee

aatgaagtca

acgggacaac
cgaaatacgg
gtgggaattc
acagtattct
tgaaaattga
tctatgaaat
ggaaaaacct
ggaactttac
cttccetgea
atgggatcct
ttgaaaagece
atattgaccc
atatacactt
acagcgagct
tagtteaacc
cactgttatt
tgggeagtga
taagtgeceg
gagctacttit
tgeagtatee
gtecattact
aggcagtgea

taggaagagg
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acaatacagt
tcctatggct
tagacacatt
tgaatgttat
cttagccaac
teatccaace
gaattcagtt
agtggecatgt
acagctgaat
ttccaaatac
agtgatgatc
tgaagcagtt
acattctgaa
aaatatagag
agatcagaat
actacttgeg
attagticge
aagtgtaagc
tccagaagat
tctgacagac
gcaaaatact
gecatgtagtg

geattttget

acattctcct
getggcactt
tcaattggtg
accccagecc
cgagagacaa
aaatctttta
agtgtcccga
caacatcget
ctgcaactcce
tttgatctca
tcaatgggea
aaaggtgaag
geegtttiat
tggaagcaag
ttcacaggat
tttttcctgF
tacgatgcaa
cctaactacag
cagtttcecta
atgtccccca
gtccacattg
attgggeeca

tgtgtatatc

19

atgtggatcc
tacttacttt
gaaaaacatlg
aaaccatitc
gcatcttcag
ttagtgetee
gaatggtcat
ctaattcaga
ccctgaaaac
tttatgtaca
atgaaaatgt
tgttaaaagt
gcacggtcce
caatttcttc
tpattgctge
gegctgaaaaa
gagtacacac
aaatggttte
attcatetea
tcctaactag
acctcagtge
gtagectgat

atgggacttt

tgtaataaca
aactggaaat
tactttaaaa
aactgagttt
ttacegtgaa
gagcacaata
aaatgtegcat
gataatctgt
caaagccttt
taatcctgtg
actggaaatt
tggaaataag
caatgacctg
aaccgpcctt
tgttgtetea
gagaaagcaa
tcctecattte
aaatgaatct
gaacgegttca
tgggractct
tctaaatcca
tgtgcattte

gttggacaat

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

24860

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300
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patggcaaga
gttteccaat
tcgctcctgé
aaacatggag
cttattgget
gtccacagag
gctgattttg
acaggtgcaa
accaccaagt
gcceecacctt
agacticctac
caccctaaag
ttetctactt
tgtgtegetc
acacgaccag

<210> 4
<211> 1390
<212> PRT

aaattcactg

ttetgaccga

gaatetgeet

atcttcgaaa

ttggtcottca

acttggctgce

gtcttgecag

agctgecagt

cagatgtgtg

atcctgacgt

aacccgaata

ccgaaatgeg

tcattgggga

cgtatecttce

cctecttctg

<213> Homo sapiens

<400> 4

ES 2561 155713

tgetgtgaaa
geggaatcatc
gcgaagtgaa
tttcattega
agtagccaaa
aagaaactgt
agacatgtat
gaagtggatg
gtcctttggﬁ
aaacaccttt
ctgcccagac
cecatecttt
geactatgte
tctgttegtea

ggagacatca

tcettgaaca
atgaaagatt
gegtcteege
aatgagactc
gegcatgaaat
atgctgegatg
gataaagaat
gcttiggaaa
gtgctecetet
gatataactg
cccttatatg
tctgaacige
catgtgaacg
tcagaagata

tag

gaatcactga

ttagtcatce

tggtggtect

ataatccaac

atcttgcaag

aaaaattcac

actatagtgt

gtetgeaaac

gggagectgat

tttacttgtt

aagtaatgct

tgteccggat

ctacttatgt

acgctgatga

cataggagaa
caatgtcctce
accatacatg
tgtaaaagat
caaaaagttt
agtcaaggtt
acécaacaaa
tcaaaagttt
gacaagagga
gcaagggaga
aaaatgetgg
atcagcgatc
gaacgtaaaa

tgagegtggac

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3800

3960

4020

4080

4140

4173

Met Lys Ala Pro Ala Val Leu Ala Pro Gly Ile Leu Val Leu Leu Phe

1

5

10

15

Thr Leu Val Gln Arg Ser Asn Gly Glu Cys Lys_Glu Ala Leu Ala Lys

20

25

30

Ser Glu Met Asn Val Asn Met Lys Tyf Gln Leu Pro Asn Phe Thr Ala

20



Glu

Gly

65

Val

Pro

Lys

Gln

Val

145

Ile

Val

Ile

His

Gly

225

Phe

Asn

Thr

Thr
50

Ala
Ala
Cys
Asp
Leu
130
Phe
Phe
Ser
Asn
Pro
210
Phe
Arg

Phe

Phe

35

Pro

Thr

Glu

Gln

Asn

116

Ile

Pro

Ser

Ala

Phe

195

Leu

Met

Asp

Ile

His

Ile

Asn

Tyr

Asp

100

Ile

Ser

His

Pro

Lau

180

Phe

His

Phe

Ser

Tyr

260

Thr

Gln

Tyr

Lys

89

Cys

Asn

Cys

Asn

Gln

165

Gly

Val

Ser

Leu

Tyr

245

Phe

Arg

ES 2561 155713

Asn

Ile

70

Thr

Ser

Met

Gly

His

150

Ile

Ala

Gly

Ile

Thr

230

Pro

Leu

Ile

Val

55

Tyr

Gly

Ser

Ala

Ser

135

Thr

Glu

Lys

Asn

Ser

215

Asp

Ile

Thr

Ile

40

Ile

Val

Pro

Lys

Leu

120

Val

Ala

Glu

Yal

Thr

200

VYal

Gln

Lys

Val

Arg

Len

Leu

Yal

Ala

105

Yal

Asn

Asp

Pro

Leu

185

Ile

Arg

Ser

Tyr

Gln

265

Phe

21

His

Asn

Leu

90

Asn

VYal

Arg

Ile

Ser

170

Ser

Asn

Arg

Tyr

Val
250

Arg

Cys

Glu His
60

Glu Glu
75

Glu His

Leu Ser

Asp Thr

Gly Thr

140

Gln Ser
155

Gln Cys

Ser Val

Ser Ser

Leu Lys

220

Ile Asp

235

His Ala

Glu Thr

Ser 1le

45

His

Asp

Gly
Tyr
125
Cys
Glu
Pro
Lys
Tyr
205
Glu
Val
Phe

Leu

Asn

Ile

Leu

Asp

Gly

110

Tyr

Gln

Val

Asp

Asp

190

Phe

Thr

Leu

Glu

Asp

270

Ser

Phe

Gln

Cys

95

Val

Asp

Arg

His

Cys

175

Arg

Pro

Lys

Pro

Ser

255

Ala

Gly

Leu
Lys
80

Phe
Trp
His
Cys
160
Val
FPhe
Asp
Asp
Glu
240
Asn

Gln

Leu



His

Lys

305

Tyr

Leu

Ser

Tyr

Cys

385

Thr

Arg

Gln

Asp

Val

465

Leu

Asn

Ile

Ser

290

Lys

Val

Asn

Ala

Val

370

leu

Leu

Thr

Phe

Leu

450

Val

Asp

Gln

Pro

275

Tyr

Arg

Ser

Asp

Glu

355

Asn

Gln

Leu

Glu.

Ser

435

Thr

Val

Ser

Asn

Leu

Met
Ser
Lys
Asp
340
Pro
Asp
His
Arg
Phe
420
Glu
Ile
Ser
His
Gly

500

Asn

ES 2561 155713

Glu Met
Thr Lys
310

Pro Gly
325

Ile Leu
Met Asp
Phe Phe

Phe Tyr
390

Asn Ser
405

Thr Thr
Val Leu
Ala A;n
Arg Ser

470

Pro Yal
485

Tyr Thr

Gly Leu

Pro

295

Lys

Ala

Phe

Arg

Asn

375

Gly

Ser

Ala

Leu

455

Gly

Ser

Leu

Gly

280

Leu

Glu

Gln

Gly

Ser

360

Lys

Pro

Gly

Leu

Thr

440

Gly

Pre

Pro

Val

Cys

Glu

Val

Leu

Val

345

Ala

Ile

Asn

Cys

Gln

425

Ser

Thr

Ser

Glu

Ile
505

_Arg

22

Cys

Phe

Ala

330

Phe

Met

Val

His

Glu

410

Arg

Ile

Ser

Thr

Val

490

Thr

His

Ile

Asn

315

Arg

Ala

Cys

Asn

Glu

385

Ala

Val

Ser

Glu

Pro

475

Ile

Gly

Phe

Leu

300

Ile

Gln

Gln

Ala

Lys

380

His

Arg

Asp

Thr

Gly

460

His

Yal

Lys

Gln

285

Thr

Leu

Ile

Ser

Phe

365

Asn

Cys

Arg

Leu

Phe

445

Arg

Val

Glu

Lys

Ser

Glu

Gln

Gly

Lys

350

Pro

Asn

Phe

Asp

Phe

430

Ile

Phe

Asn

His

Ile

510

Cys

Lys

Ala

Ala

335

Pro

Ile

Val

Asn

Glu

415

Met

Lys

Met

Phe

Thr

495

Thr

Ser

Arg
Ala
320
Ser
Asp.
Lys
Arg
Arg

400

Tyr

Gly

Gly

Gln

Leu

480

Leu

Lys

Gln



Cys

Cys

545

Cys

Gly

Asn

Ser

Thr

625

Ser

Pro

Thr

His

Ser

705

Ala

Ser

Phe

Leu
530

Val

Gly

Asn

Cys

610

Val

Asn

Val

Leu

Ile

690

Ile

¥al

Tyr

Ile

515

Ser

Arg

Thr

Lys

595

Thr

Gly

Gly

Ile

Leu

675

Ser

Leu

Lys

Arg

Ala

Ser

Ala

Arg

580

Phe

Leu

Pro

His

Thx

660

Thr

Ile

Glu

Leu

Glu
740

ES 2561 155713

Pro Pro Phe
535

Glu Glu Cys
650

Ile Tyr Lys
565

Leu Thr Ile

Asp lLeu Lys

Thr Leu Ser

615

Ala Met Asn
630

Gly Thr Thr
645

Ser Ile Ser

Leu Thr Gly

Gly Gly Lys

695

Tyr Thr
710

Cys

Lys

Ile Asp
725

Asp Pro Ile

Ser Gly Gly Ser Thr

520

Val Gin Cys
Leu Ser Gly

Val Phe
570

Cys Gly
585

Trp

Lys Thr
600

Arg
Glu Ser Thr

Lys His Phe

Gln Tyr Ser
650

Pro Lys Tyr

665

Asn Tyr
680

Thr Cys Thr

Pro Ala Gln

Leu Ala Asn
730

Val Tyr Glu
745

Ile Thr Gly

23

Gly

Thr

555

Asn

Asp

Val

Met

Asn

635

Thr

Gly

Asn

Leu

Thr

715

Arg

Ile

Val

Trp

540

Trp

Ser

Phe

Leu

Asn

620

Met

Phe

Pro

Ser

Lys

700

Ile

Glu

His

Gly

525

Cys

Thr

Ala

Gly

Leu

605

Thr

Ser

Ser

Met

Gly

685

Ser

Ser

Thr

Pro

Lys

His

Gln

Pro

Phe

590

Gly

Leu

Ile

Tyr

Ala

670

Asn

Val

Thr

Ser

Thr

750

Asn

Asp

Gln

Leu

575

Arg

Asn

Lys

Ile

Val

655

Gly

Ser

Ser

Glu

Ile

735

Lys

Leu

Lys

Ile

560

Glu

Arg

Glu

Cys

Ile

640

Asp

Gly

Arg

Asn

Phe

720

Phe

Ser

Asn
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755 760 765

Ser Val Ser Val Pro Arg Met Val Ile Asn Val His Glu Ala Gly Arg
770 - 775 780

Asn Phe Thr Val Ala Cys Gln His Arg Ser Asn Ser Glu Ile Ile Cys
785 790 795 800

Cys Thr Thr Pro Ser Leu Gln Gln Leu Asn Leu Gln Leu Pro Leu Lys
805 810 815

-Thr Lys Ala Phe Phe Met Leu Asp Gly Ile Leu Ser Lys Tyr Phe Asp
820 825 830

Leu Ile Tyr Val His Asn Pro Val Phe Lys Pro Phe Glu Lys Pro Val
835 840 _ 845

Met Ile Ser Met Gly Asn Glu Asn Val Leu Glu Ile Lys Gly Asn Asp
850 855 860

Ile Asp Pro Glu Ala Val Lys Gly Glu Val Leu Lys Val Gly Asn Lys
865 . 870 875 880

Ser Cys Glu Asn Ile His Leu His éer Glu Ala Val Leu Cys Thr Val
885 890 895

Pro Asn Asp Leu Leu Lys Leu Asp Ser Glu Leu Asn Ile Glu Trp Lys
900 905 910

Gln Ala Ile Ser Ser Thr Val Lev Gly Lys Val Ile VYal Gln Pro Asp
915 920 925

Gln Asn Phe Thr Gly Leu Ile Ala Gly Val Val Ser Ile Ser Thr Ala
930 935 940

Leu Leu Leu Leu Leu Gly Phe Phe leu Trp Leu Lys Lys Arg Lys Gln
945 950 955 960

Ile Lys Asp Leu Gly Ser Glu Leu Val Arg Tyr Asp Ala Arg Yal His
' 965 970 975

Thr Pro His Leu Asp Arg Leu Val Ser Ala Arg Ser Val Ser Pro Thr
980 985 990

Thr Giu Met Val Ser Asn Glu Ser Val Asp Tyr Arg Ala Thr Phe Pro

24



Glu

Yal

Asp

Asp

Val

Ile

Asp

Arg

Ile

Gly

Tyr

His

Ala

Asp

Lys

995

Asp Gln
1010

Gln Tyr
1025

Ser Asp
1040

Leu Ser
1055

¥al lIle
1070

Gly Arg
1085

Asn Asp
1100

Ile Thr
1115

Ile Met
1130

Ilg Cys
1145

Met Lys
1160

Asn Pro
1175

Lys Gly
1190

Leu Ala
1205

Val Ala

Phe

Pro

Ile

Ala

Gly

Gly

Gly

Asp

Lys

His

Thr

Met

Ala

Asp

ES 2561 155713

1000

Pro Asn Ser
1015

Leu Thr Asp
1030

Ser Ser Pro
1045

Leu Asn Pro
1060

Pro Ser Ser
1675

His Phe Gly
1090

Lys Lys Ile
1105

Ile Gly Glu
1120

Asp Phe Ser
1135

Arg Ser Glu
1150

Gly Asp Leu
1165

Val Lys Asp
1180

Lys Tyr Leu
1195

Arg Asn Cys
1210

Phe Gly Leu

Ser

Met

Leu

Glu

Leu

Cys

His

Val

His

Gly

Arg

Leu

Ala

Met

25

Gln Asn
Ser Pro
Leu Gln
Leu Val
Ile Val
val Tyr
Cys A]a
Ser Gln
Pro Asn

Ser Pro

Asn Phe

Ile Gly

Ser Lys

Leu Asp

Arg Asp

Gly

Ile

Asn

Gln

His

His

Val

Phe

Val

Leu

Ile

Phe

Lys

Glu

Met

1005

Ser -Cys
1020

Leu Thr
1035

Thr Val
1060

Ala Val
1065

Phe Asn
1080

Gly Thr
1095

Lys Ser
1110

Leu Thr
1125

Leu Ser
1140

Val Val
1155

Arg Asn
1170

Gly Leu
1185

Phe Val
1200

Lys Phe
1215

Tyr Asp

Arg
Ser
His
G]p
Glu
Léu
Leu
Glu
Leu
Leu
Glu
Gln
His
Thr

Lys

Gln

Gly

Ile

His

Yal

Asn

Gly

Leu

Pro

Thr

Val

Arg

Val

Gle



10

Tyr

Trp

Ser

Arg

Val

Pro

Ala

Ala

Ala

Leu

Ala

<210>5
<211> 5181
<212> ADN

1220

Tyr Ser
1235

Met Ala
1250

Asp Val
1265

Gly Ala
1280

Tyr Leu
1295

Asp Pro
1310

Glu Met
1325

Ile Phe
1340

Thr Tyr
13565

Ser Ser
1370

Ser Phe
1385

<213> Atrtificial

<220>

Val His

Leu Glu

Trp Ser

Pro Pro

Leu Gln

Leu Tyr

Arg Pro

Ser Thr

Val Asn

Glu Asp

Trp Glu

ES 2561 155713

Asn

Ser

Phe

Tyr

Gly

Glu

Ser

Phe

Val

Asn

Thr

1225

Lys
1240

Leu
1255

Gly
1270

Pro
1285

Arg
1300

Val
1315

Phe
1330

Ile
1345

Lys
1360

Ala
1375

Ser
1320

Thr

Gln

Val

Asp

Arg

Met

Ser

Cly

Cys

Gly

Thr

Leu

Val

Leu

Leu

Glu

Glu

Val

Ala

Gln

Leu

Asn

Leu

Lys

Leu

His

Ala

Asp Asp Gip

<223> Descripcién de la secuencia artificial: pVAX1HGF/MGB1

<400> 5

26

Lys

Lys

Trp

Thr

Gln

Cys

Val

Tyr

Pro

Val

1230

Leu
1245

Phe
1260

Glu
1275

Phe
1290

Pro
13056

Trp
1320

Ser
1335

Val
1350

Tyr
1365

Asp

1380

Pro

Thr

Leu

Asp

Glu

His

Arg

His

Pro

Thr

Yal
Thr
Met
Ile
Tyr
Pro
Ile
Val

Ser

Arg

Lys
Lys
Thr
Thr
Cys
Ly;
Ser
Asn
Leu

Pro



gctgetticge

atagtaatca

acttacggta

aatgacgtat

gtatttacgg

ccctattgac

atgggacttt

gcgEettttge

tctccaccee

aaaatgtcgt

getctatata

aattaatacg

accgagctcg

geecetgetge

gcagagggac

accctaatca

caatgtgeta

titgataaag

aasaaagaat

atcattggta

tgtcageecet

ggtaaagacc

tgtttcacaa

gatgtacggg
attacgpzggt
aatggecege
gttcccatag
taaactgecee
gtcaatgacg
cctacttgge
cagtacatca
atfgacgtca
aacaactccg
agcagagete
actcactata
gatccgeecag
tgcageatgt
aaaggaaaag
aaatagatcc
atagatgtac
caagaaaaca
ttggeccatga
aaggacgecag
ggagttecat
tacaggaaaa

gcaatccaga

ES 2561 155713

ccagatatac
cattagttca
ctggetgace
taacgccaat
acttggeagt
gtgaatggcc
agtacatcta
atgggegteg
atgggapttt
ccccattgac
tetggctaac
gggagaccca
cccgiccage
ccteetgeat
aagaaataca
agcactgaag
taggaataaa
atgectetge
atttgaccte
ctacaaggga
gataccacac
ctactgtcga

ggtacgetac

gthtgacat
tagccceatat
gcccaacgac
ageggactttie
acatcaagtg
cgcetggecat
cgtattagtc
atagcggttt
gttttggeac
gcaaatggge
tagagaaccc
agcteggetag
agcaccatgt
ctcctecetge
attcatgaat
ataaaaacca
ggacttecat
ttccccttea
tatgaaaaca
acagtatcta
gaacacagcet
aatcctegag

gaagtcetgtg

27

tgattattga

atggagttce

ceccegececat

cattgacgtc

tatcatatge

tatgcccagt

atcgctatta

gactcacgge

caaaatcaac

getaggegteg

actgecttact

cgtttaaact

gegtgaccaa

tccecatcecge

tcaaaaaate

aaaaagtgaa

tcacttgeaa

atageatgte

aagactacatl

tcactaagag

ttttgectte

EEE2AEAAEE

acattceteca

ctagttatta
gegttacata
tgacgtcaat
aatgggtgga
caagtacgcce
acatgacctt
ccatggtgat
gatttccaag
gggactitcc
tacggtggga
ggcettatega
taagctiggt
actcctgeca
catcccctat
agcaaagact
tactgcagac
gegctittgtt
aagtggagtg
tagaaactge
tggcatcaaa
gagctatcge
gggacccigg

gtgttcagaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380



gitgaatgca
Egcaagattt
agatatcceg
ccatgegteget
gctgacaata
caaggagaag
tgggaticte
ctacgagaaa
gatccaaaca
caagattgit
gractaacat
Baaccagatg
graccctggt
tgtgaaggtg
aaaacgaaac
gttagtttga
gttcttacig
ggaattcate
cagctggtat
gtectgratg
aagaccagtt

ttacgagtgg

tgacctgcaa

gteagegetg

acaagggctt

atactettga

ctatgaatga

gctacagggs

agtatcctca

attactgccg

tccgagtige

atcgtggegaa

gitcaatgtg

caagtaagct

gctacacggg

ataccacace

aattgegagt

gatacagaaa

cacgacagtg

atgtccacgg

atggecctga

attttgttag

gecagtgttta

cacatetcta

ES 2561 155713

tggeggagagt
ggatcatcag
tgatgataat
ceccteacace
cactgatgtt
cactgtcaat
cgagcatgac
aaatccagat
ptactgctcc
tggcaaaaat
ggacaagaac
gaatgagaat
aaatccacte
tacaatagtc
tgtaaatgge
taaacatate
tttececettet
aagaggagat
aggatcagat
tacgattgat
tggetggege

tataatggga

tatcgaggtc

acaccacacc

tattgecgea

cgctgggagt

ccttiggaaa

accatttigga

atgactcctg

gegtetgaat

caaattccaa

tatatgggca

atggaagact

tactgccgaa

attccttgge

aatttagacc

attccaacac

tgcgegaggat

cgagacttga'

Ragaaatgca

ctggttttaa

ttacctaatt

tacactggat

aatgagaaat

28

tcatggatca

ggcacaaatt

atcecgatgg

actgtgcaat

caactgaatg

atggaattece

aaaatttcaa

caccetgetg

actgtgatat

acttatccea

tacatcgtca

atccagatga

attattgcec

atccegtaat

gaacaaacat

cattgataaa

aagattatga

aacaggttct

tgaagctige

atggatgcac

tgatcaacta

gCcagccagea

tacagaatca
cttgectgaa
ccagecgage
taazacatge
catccaaggt
atgtcagcgt
gtgcaaggac
ttttacecact
gtcacatgga
aacaagatct
tatettetgg
tgatgeteat
tatttctegt
atcttgtegcc
aggétggatg
gE8agagtigg
agettggett
caatgtttce
caggectget
aattcctegaa
tgatggccta

tcatcgaggeg

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700



aaggtigacte
tgtgageees .
ggtgtcattg
gtagcatatt
. tagctgtitaa
atcagceteg
ttecttgace
atcgcattgt
gegggaggat
tactgggcge
aaggtltggea
cgcaggggat
gatggattpge
gcacaacaga
CCcgetictit
gcegcgectat
actgaagcge
tetcaccttg
acgcttgate
cgtactegga
ctcgegecag
gtcgtgacce

ggattcateg

tgaatgagtce
attatggtgg
ttectggteg
atgcaaaatg
ccegggtega
actgtgectt
ctggaaggtg
ctgagtaggt
tgggaagaca
ttttatggac
agccetgeaa
caagctctga
acgcaggftc
caatcggetg
ttgtecaagac
cgiggctgge
gaagggactg
ctcctgecga
cggetacctg
tggaagccge
ccgaactgtt
atggcgatgce

actgtggccg
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tgaaatatgt

cccactigtt

tggatgtgee

gatacacaaa

agcgegccget

ctagttgecea

ccacteccac

gtecattctat

atagcaggca

agcaagegaa

agtaaactgg

tcaagagaca

tecgeecget

ctetgatgece

cgacctgtee

Cacgacggec

getgetattg

gaaagtatcc

ccecattcgac

tecttgtegat

cgecaggcete

ctgettgece

gctggstete

getggegetyg
tgtgagcaac
attccaaatce
atfattttaé
cgagtclaga
gecatetgtt
tgtectitee
tctggggget
tgetggggat
ccggaattge
atggctitct
gratgaggat
tgeggtgeaga
geegtgttice
gegtgccctga
gttccttgee
gegcgaagtige
atcatggetg
caccaagcgé
caggatgatc
aaggegagea
aatatcatgg

geggaccget

29

aaaagattgg

ataaaatgag

gtectggtat

catataaggt

gggcecgttt

gtttgeecet

taataaaatg

geegtgeggce

gegatgeget

cagetggeggce

tgccgecaag

cgtticgecat

ggctattcgg

ggctgtecage

atgaactgca

cagctgtget

CEgEECcagega

atgcaatgeg
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REIVINDICACIONES
1. Un vector para uso en la prevencion o el tratamiento del linfedema, el cual es un vector de expresion de
mamiferos en el que se ha insertado un acido nucleico que codifica un HGF, donde el vector comprende la
secuencia de nucleotidos de SEC ID N°: 5.
2. Uso de un vector de expresion de mamiferos en el que se ha insertado un acido nucleico que codifica un HGF, en
la fabricacion de un medicamento para la prevencion o el tratamiento del linfedema, donde el vector comprende la
secuencia de nucleotidos de SEC ID N°: 5.

3. El vector para uso de la reivindicacion 1, donde el vector es para administracion mediante inyeccion intramuscular
a, o alrededor de, un area afectada en un sujeto.

4. El uso de la reivindicacion 2, donde el vector es para administracion mediante inyecciéon intramuscular a, o
alrededor de, un area afectada en un sujeto.

5. El vector para uso de la reivindicacién 1, donde el linfedema es linfedema secundario.

6. El vector para uso de la reivindicacion 5, donde el linfedema es posterior a la extraccion quirargica de tejidos
cancerosos y/o nédulos linfaticos para el tratamiento del cancer.

7. El uso de la reivindicacién 2, donde el linfedema es linfedema secundario.

8. El uso de la reivindicacion 7, donde el linfedema es posterior a la extraccion quirargica de tejidos cancerosos y/o
noédulos linfaticos para el tratamiento del cancer.
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FIG. 2
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FIG. 6

* p<0,05

GFpP VEGF

43




ABSORBANCIA
(DO 490 nm)

NUMERO DE CELULAS

ES 2561 155713

FIG. 7
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FIG. 10
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FIG. 11
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