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DESCRIPCION

Composicion para prevenir o tratar una enfermedad arterial periférica utilizando el factor de crecimiento de hepatocitos
y el factor 1a derivado de células del estroma

Campo técnico

La presente invencion se refiere a una composicién farmacéutica para prevenir o tratar una enfermedad arterial
periférica, comprendiendo la composicién: como principios activos, un factor de crecimiento de hepatocitos (HGF; del
inglés, hepatocyte growth factor) o una isoforma del mismo y un factor 1a derivado de células del estroma (SDF-1a);
o polinucleétidos que codifican las proteinas.

Antecedentes de la técnica

La presente solicitud reivindica la prioridad y el beneficio de la solicitud de patente coreana N.° 10-2014-0129361
presentada en la Oficina de Propiedad Intelectual de Corea el 26 de septiembre de 2014. El estrechamiento u oclusion
de los vasos sanguineos debido a ateroesclerosis o similar, causa las enfermedades cardiovasculares. Las
enfermedades cardiovasculares se dividen en gran parte en la enfermedad arterial coronaria (EAC; en inglés, CAD) y
la enfermedad arterial periférica (EAP; en inglés, PAD). Entre estas, la enfermedad isquémica de las extremidades es
un tipo representativo de las enfermedades arteriales periféricas.

Hasta ahora, la utilizacion de farmacos para expandir los vasos sanguineos o las operaciones quirdrgicas representan
la mayoria del tratamiento de las enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, en el caso de una enfermedad
isquémica de las extremidades, el dolor provocado por el deterioro del cuerpo es tan fuerte que algunos pacientes
toman un analgésico antipsicético y si el deterioro corporal empeora, se amputan las piernas del paciente o los
pacientes mueren. Por tanto, se necesita un tratamiento fundamental para ello.

Por otra parte, los vectores de expresion como sistemas de suministro de genes para terapia génica se describen en
el documento WO 2000/040737. Ademas, el documento WO 2003/078568 desvela los efectos terapéuticos para la
enfermedad isquémica de las extremidades posteriores utilizando el gen HGF.

Majka et al. (Folia histochemica et cytobiologica 44,3 (2006): 155-164) se refieren al SDF-1 solo y en cooperacion con
HGF, que regula la biologia de las células de células de carcinoma cervical humano. Murohara et al. (Journal of
cardiology 53,2 (2009): 155-163) se refiere a un tejido adiposo autélogo como una nueva fuente de células progenitoras
para la angiogénesis terapéutica. El documento US 2013/095060 Al se refiere a una composicion farmacéutica para
promover la angiogénesis y a un método de preparacion y aplicaciones para la misma. El documento WO 2012/170495
Al se refiere a métodos para reparar el dafio tisular utilizando mutaciones resistentes a proteasas del factor-1 derivado
de células del estroma. El documento WO 2012/027170 Al se refiere a métodos para reparar el dafio tisular utilizando
mutantes resistentes a proteasas del factor-1 derivado de células del estroma. El documento WO 03/078568 A2 se
refiere a un gen del factor de crecimiento de hepatocitos hibrido que tiene una eficacia de expresion elevada de dos
heterotipos del factor de crecimiento de hepatocitos.

Descripcion detallada de la invencién
Problema técnico

Los presentes inventores investigaron y se esforzaron en desarrollar farmacos capaces de prevenir o tratar una
enfermedad arterial periférica. Como resultado, los presentes inventores verificaron que la utilizaciéon de: un factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF) o una isoforma del mismo y un factor 1a derivado de células del estroma (SDF-1a);
o polinucledtidos que codifican las proteinas, en combinacion, tienen un efecto terapéutico notable sobre una
enfermedad arterial periférica respecto a la utilizacién individual de HGF, SDF-1a o polinucleétidos que codifican las
proteinas de los mismos y por tanto se completo la presente invencion.

Por tanto, un aspecto de la presente invencidn es proporcionar una composicién farmacéutica para utilizar en la
prevencion o tratamiento de una enfermedad arterial periférica.

Otro aspecto descrito en el presente documento es proporcionar un método para prevenir o tratar una enfermedad
arterial periférica.

Otros propdsitos y ventajas de la presente invencion seran mas obvios con la siguiente descripcion detallada de la
invencion, las reivindicaciones y los dibujos.

Solucién técnica

La invencién proporciona una composicion farmacéutica para utilizar en la prevencién o tratamiento de una
enfermedad arterial periférica (EAP), la composicion farmacéutica que comprende: como principios activos, (a) un
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factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) o una isoforma del mismo y un factor 1a derivado de células del estroma
(SDF-10); o (b) un polinucleétido que codifica HGF o una isoforma del mismo y un polinucleétido que codifica SDF-1a.

Los presentes inventores investigaron y se esforzaron en desarrollar farmacos capaces de prevenir o tratar una
enfermedad arterial periférica. Como resultado, los presentes inventores verificaron que la utilizacién de: un factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF) o una isoforma del mismo y un factor 1a derivado de células del estroma (SDF-1a);
o polinucledtidos que codifican las proteinas, en combinacion, tienen un efecto terapéutico notable sobre una
enfermedad arterial periférica respecto a la utilizacion individual de HGF, SDF-1a o polinucleétidos que codifican las
proteinas de los mismos.

La estrategia terapéutica descrita en el presente documento se puede clasificar en gran medida dentro de dos grupos:
terapia de proteinas y terapia génica. De acuerdo con la estrategia del agente terapéutico de proteinas descrita en el
presente documento, se utilizan en combinacion la proteina HGF o una isoforma de la misma y la proteina SDF-1a.
Por otra parte, de acuerdo con la estrategia de agente terapéutico génico descrita en el presente documento, se
administran al menos una secuencia de nucleétidos que codifica HGF y al menos una secuencia de nucleétidos que
codifica SDF-1a. Al menos una secuencia de nucleétidos que codifica HGF y al menos una secuencia de nucleétidos
que codifica SDF-1a se podrian proporcionar como un nucleétido o polinucleétidos separados. Al menos una
secuencia de nucledtidos que codifica HGF y al menos una secuencia de nucledtidos que codifica SDF-1a se podrian
proporcionar como polinucledtidos separados.

En adelante, la presente invencion se describira en detalle.

Como se utiliza en el presente documento, la expresién "isoforma de HGF" se refiere a un polipéptido de HGF que
tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos un 80% idéntica a una secuencia de aminoacidos de HGF de
origen natural en un animal, incluyendo todas las variantes alélicas. Por ejemplo, la expresion "isoforma de HGF" tiene
un significado que incluye todos los de una forma normal o un tipo silvestre de HGF y diversos variantes de HGF (por
ejemplo, variantes de corte y empalme y variantes de supresion).

Como se utiliza en el presente documento, el término "prevencion” se refiere a todos los actos de supresion de una
enfermedad arterial periférica o de retraso del progreso de una enfermedad arterial periférica mediante la
administracion de la composicién descrita en el presente documento.

Como se utiliza en el presente documento, el término "tratamiento” se refiere a (a) la supresion del desarrollo de una
enfermedad arterial periférica; (b) alivio de una enfermedad arterial periférica; y (c) eliminaciéon de una enfermedad
arterial periférica.

El HGF descrito en el presente documento puede incluir una proteina HGF humana recombinante. EI HGF puede
incluir la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 1.

La isoforma del HGF puede incluir el HGF de longitud completa (IHGF) y el HGF variante suprimido (dHGF).

Como se utiliza en el presente documento, el término "fIHGF" se puede referir a una secuencia de aminoacidos 1-728
de HGF animal; una secuencia de aminoacidos 1-728 de HGF de mamifero; o una secuencia de aminoacidos 1-728
de HGF humano.

Como se utiliza en el presente documento, el término "dHGF" se refiere a una variante suprimida de la proteina HGF
producida por corte y empalme alternativo del gen HGF animal; y el gen HGF de mamifero. EI dHGF descrito en el
presente documento se refiere a HGF humano compuesto por 723 aminoacidos con la supresion de cinco aminoacidos
(F, L, P, Sy S) en el primer dominio kringle de la cadena alfa de la secuencia de HGF de longitud completa.

El HGF de longitud completa descrito en el presente documento puede incluir la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 2 y el HGF variante suprimido descrito en el presente documento puede incluir la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 3.

El SDF-1a puede incluir la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 o de la SEQ ID NO: 8.

Como se valida en los siguientes ejemplos, el cotratamiento de HUVEC con las proteinas de HGF y SDF-1a promovié
los grados de migracién y angiogénesis de las células endoteliales vasculares mas eficazmente, en comparacion con
el tratamiento con las proteinas solas y por tanto, se verifico que la coadministraciéon de proteinas de HGF y SDF-1a
puede utilizarse eficazmente para la prevencion o el tratamiento de una enfermedad arterial periférica.

Una isoforma de HGF puede estar codificada por secuencias de nucleétidos separadas o por una secuencia Unica de
polinucledtidos. En el presente documento, la composicion farmacéutica puede incluir dos 0 mas polinucledtidos
cuando una isoforma de HGF esta codificada por polinucleétidos separados e incluye al menos un polinucleétido que
incluye un polinucledtido Gnico cuando una isoforma de HGF esta codificada por el polinucleétido Unico. Los
polinucledtidos pueden estar unidos operativamente a al menos una secuencia reguladora (por ejemplo, un promotor
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0 un potenciador) que regula la expresiéon de una isoforma de HGF.

Cuando las isoformas de HGF estan codificadas por polinucleétidos separados, se puede construir un casete de
expresion de dos maneras. De acuerdo con una primera manera, el casete de expresion se construye uniendo una
secuencia reguladora de la expresion a una secuencia codificante (CDS) de cada isoforma. De acuerdo con una
segunda manera, el casete de expresion se construye utilizando un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES; del
inglés, internal ribosomal entry site), como "secuencia reguladora de la expresién - primera isoforma CDS - IRES -
segunda isoforma CDS

- secuencia de terminacion de la transcripcion”, o secuencia del péptido 2A, de la misma manera que "secuencia
reguladora de la expresion - primera isoforma CDS - IRES - segunda isoforma CDS

- secuencia de terminacion de la transcripcién”. El IRES permite que dos o mas genes de interés se expresen en el
mismo constructo al iniciar la traduccion del gen en la secuencia IRES.

Cuando una isoforma de HGF esté codificada por un Unico polinucledtido, el polinucleétido que codifica todas las
isoformas esta unido operativamente a una Unica secuencia reguladora de expresion Unica.

En la presente invencion, una isoforma de HGF puede estar codificada por un gen HGF hibrido que expresa
simultaneamente dos o mas tipos diferentes de isoformas, por ejemplo, IHGF y dHGF.

El gen HGF hibrido puede incluir la secuencia que se corresponde con los exones 1 a 4 del gen HGF humano, el intron
4 del gen HGF humano o una secuencia de fragmentos del mismo y una secuencia que se corresponde con los exones
5 a 18 del gen HGF humano.

El gen hibrido de HGF que incluye el intrén 4 tiene una longitud de 7113 pb e incluye la secuencia de nucledtidos de
la SEQ ID NO: 7. El gen hibrido de HGF puede incluir selectivamente un fragmento del intrén 4 entre el exén 4 y el
exon 5 del ADNc de HGF. El gen hibrido de HGF puede incluir la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 5.

La "isoforma de HGF" como se describe en el presente documento y el gen HGF hibrido (por ejemplo, HGF-X7) se
han presentado en el documento WO 2003/078568.

Se interpreta que la secuencia de aminoacidos o de nucleétidos de una isoforma de HGF utilizable en la presente
invencion incluye una secuencia de aminoacidos o de nucledtidos que es sustancialmente idéntica a una isoforma de
HGF humano de tipo silvestre. La expresion "identidad sustancial” significa que, cuando se alinean la secuencia de
aminoacidos o de nucledtidos de una isoforma de HGF humano de tipo silvestre y cualquier secuencia de nucleétidos
diferente para que se correspondan entre si tanto como sea posible y las secuencias alineadas se analizan utilizando
un algoritmo que se utiliza habitualmente en la técnica, la secuencia de aminoacidos o de nucledtidos de una isoforma
de HGF humano de tipo silvestre muestra al menos un 80% de identidad, preferentemente al menos un 90% de
identidad y més preferentemente al menos un 95% de identidad. Los métodos de alineamiento para la comparacion
de secuencias se conocen en la técnica. Se describen varios métodos y algoritmos para el alineamiento en Smith y
Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981); Needleman y Wunsch, J. Mol. Bio. 48:443 (1970); Pearson y Lipman,
Methods in Mol. Biol. 24: 307-31 (1988); Higgins y Sharp, Gene 73: 237-44 (1988); Higgins y Sharp, CABIOS 5: 151-
3 (1989); Corpet et al., Nuc. Acids Res. 16: 10881-90 (1988); Huang et al., Comp. Appl. BioSci. 8: 155-65 (1992) y
Pearson et al., Meth. Mol. Biol. 24: 307-31 (1994). La herramienta béasica de busqueda de alineamiento local (BLAST;
del inglés, Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI (Altschul et al., J. Mol. Biol. 215: 403-10 (1990)) esta disponible
a través del Centro nacional para la informacion biotecnolégica (NBCI) o similar y en internet, puede utilizarse junto
con los programas de andlisis de secuencias, tales como blastp, blasm, blastx, blastn y tblastx. Se puede acceder a
BLAST a través de la web www.nchi.nim.nih.gov/BLAST/. El método de comparacién de identidad de secuencia que
utiliza dicho programa se puede confirmar en www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/blast_help.html.

El polinucledtido que codifica SDF-1a puede incluir la SEQ ID NO: 6.

La enfermedad arterial periférica puede ser una enfermedad isquémica de las extremidades. Como se valida en los
siguientes ejemplos, la composicion descrita en el presente documento tiene un efecto de mantenimiento de un estado
normal de forma continua, a diferencia del grupo de administracion de pCK, el grupo de administracion de pCK-SDF-
1a y administracion de pCK-HGF, que muestra degradaciones en las afecciones de las patas traseras en los modelos
de raton de isquemia inducida.

Cada uno de los polinucleétidos descritos en el presente documento puede ser ADN desnudo o un nucle6tido
contenido en un sistema de suministro de genes. La composicion aqui descrita se puede aplicar in vivo a través de
diversos métodos de suministro que se conocen rutinariamente en el campo de la terapia génica y el sistema de
suministro de genes incluye, por ejemplo, un vector, un plasmido o un vector virico.

(i) Plasmido (vector)

Puede utilizarse un plasmido (vector) como un sistema de suministro que suministra los polinucleétidos descritos en
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el presente documento. El polinucledétido incluido en el vector esta presente preferentemente en un casete de expresion
adecuado. En el casete de expresion, el polinucleétido esta, preferentemente, unido operativamente a un promotor.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion "unido operativamente" se refiere a un enlace funcional entre
una secuencia reguladora de la expresion de acidos nucleicos (por ejemplo, un promotor, una secuencia sefial o una
matriz de sitios de unién del factor de regulacion de la transcripcién) y otra secuencia de acido nucleico y a través del
enlace, la secuencia reguladora regula la transcripcion y/o la traduccion de la otra secuencia de acido nucleico.

En la presente invencién, el promotor unido a la secuencia de polinucleétidos es uno que puede regular la transcripcion
de la secuencia de nucleétidos operando en células animales de acuerdo con un aspecto, células de mamiferos segun
otro aspecto y células humanas segun un aspecto particular e incluye promotores derivados de virus de mamiferos y
promotores derivados de genomas de células de mamiferos. Entre los ejemplos de los estos se pueden incluir el
promotor de citomegalovirus (CMV), promotor tardio de adenovirus, promotor 7,5K del virus vaccinia, promotor SV40,
promotor del HSV tk, promotor RSV, promotor EF1 alfa, promotor de metalotioneina, promotor de beta-actina, promotor
del gen IL-2 humano, promotor del gen IFN humano, promotor del gen IL-4 humano, promotor del gen de linfotoxina
humano y promotor del gen GM-CSF humano. De acuerdo con un aspecto descrito en el presente documento, el
promotor utilizado en la presente invencion es un promotor o un promotor EF1 alfa derivado del gen inmediato
temprano (IE) del CMV humano (hCMV). De acuerdo con otro aspecto, el promotor utilizado en la presente invencion
es una region sin traducir 5’ (UTR) que incluye un promotor/potenciador y la secuencia de los nucleétidos completos
del exdn 1 al nucleétido inmediatamente anterior al codén de iniciacion ATG del exén 2, en el gen CMV IE.

El casete de expresion utilizado en la presente invencion puede incluir una secuencia de poliadenilacion y puede
incluir, por ejemplo, un terminador de la hormona del crecimiento bovina (Gimmi, E. R., et al., Nucleic Acids Res. 17:
6983-6998 (1989)), secuencia de poliadenilacion derivada del SV40 (Schek, N, et al., Mol. Cell Biol. 12: 5386-5393
(1992)), poliA de HIV-1 (Klasens, B. I. F., et al., Nucleic Acids Res. 26: 1870-1876 (1998)), poliA de B-globina (Gil, A.,
et al., Cell 49: 399-406 (1987)), poliA de HSV TK (Cole, C. N. y T. P. Stacy, Mol. Cell. Biol. 5: 2104-2113 (1985)) o
poliA de virus polioma (Batt, D. By G. G. Carmichael, Mol. Cell. Biol. 15: 4783-4790 (1995)).

De acuerdo con otro aspecto, el vector pCK, pCP, pVAX1 o pCY se puede utilizar como un sistema de suministro de
genes y de acuerdo con un aspecto particular, se puede utilizar un vector pCK. El vector pCK se desvela en detalle en
el documento WO 2000/040737.

(i) Retrovirus

Los retrovirus pueden introducir un gen de los mismos en el genoma de un hospedador para suministrar muchos
materiales genéticos exoticos y tienen un amplio espectro de células infecciosas y por tanto, la mayoria de los
retrovirus se utilizan como vectores de suministro de genes.

Para construir un vector de retrovirus, la secuencia de polinucleétidos se inserta en el genoma retrovirico en lugar de
la secuencia retrovirica, produciendo asi virus de replicacién deficiente. Para la produccién de viriones, se construye
una linea celular de empaquetado que comprende los genes gag, pol y env pero no la secuencia de repeticion terminal
larga (LTR) y la secuencia y (Mann et al., Cell, 33: 153-159 (1983)). Cuando el pldsmido recombinante que incluye la
secuencia de polinucledtidos, la secuencia de LTR y la secuencia y, se inserta en la linea celular, la secuencia g
permite la produccidon de transcritos de ARN del plasmido recombinante y estos transcritos se empaquetan con virus,
que, a continuacion, se descargan a un medio (Nicolas y Rubinstein "Vectores retroviricos", En: "Vectors: A survey of
molecular cloning vectors and their uses, Rodriguez y Denhardt (Eds.), Stoneham: Butterworth, 494-513 (1988)). El
medio que contiene los retrovirus recombinantes se recoge y concentra y a continuacion, se utiliza como un sistema
de suministro de genes.

Se ha publicado el suministro de genes que utiliza un vector retrovirico de segunda generacién. Kasahara et al.,
fabricaron una variante del virus de la leucemia murina de moloney y produjeron una proteina quimérica que tenia
nuevas caracteristicas de unioén insertando la secuencia de eritropoyetina (EPO) en un sitio de la envoltura de la
variante (Science, 266: 1373-1376 (1994)). La secuencia de polinucleétidos también puede cargarse en el retrovirus
segun la estrategia de construccion de dicho vector retrovirico de segunda generacion.

(iii) Adenovirus

El adenovirus se ha empleado normalmente como vector de suministro de genes debido al genoma de tamafio medio,
facilidad de ingenieria, un titulo alto, amplia gama de células diana y elevada infectividad. Ambos extremos del genoma
contienen repeticiones terminales invertidas (ITR) de 100-200 pb, que son elementos cis necesarios para la replicacion
y el empaquetado del ADN. La region E1 (E1A y E1B) del genoma codifica proteinas responsables de la regulacion
de la transcripcion del genoma virico y la transcripcion de genes de la célula hospedadora. Las regiones E2 (E2A 'y
E2B) codifican las proteinas implicadas en la replicacion del ADN virico.

De los vectores adenoviricos desarrollados hasta ahora, se utiliza normalmente un adenovirus de replicacion deficiente
gue tiene una region E1 suprimida. Por otra parte, se elimina una region E3 de un vector adenovirico normal para
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proporcionar un sitio de insercién para un gen exético (Thimmappaya, B. et al., Cell, 31: 543-551 (1982); y Riordan, J.
R. et al., Science, 245: 1066-1073 (1989)). Por tanto, la secuencia de polinuclettidos se inserta preferentemente en
una region E1 suprimida (region E1A y/o region E1B) o una region E3 eliminada. Ademas, la secuencia de
polinucledtidos también se puede insertar en una regidon E4 eliminada. En el presente documento, el término
"supresion” utilizado en referencia a las secuencias del genoma virico abarca la supresién completa de la secuencia
correspondiente asi como la supresion parcial de la misma. Ademas, el adenovirus puede empaquetar
aproximadamente un 105 % del genoma de tipo silvestre y por tanto, puede empaqguetar aproximadamente 2 kb
adicionales de ADN (Ghosh- Choudhury et al., EMBO J., 6: 1733-1739 (1987)). Por tanto, las secuencias exoticas
anteriores insertadas en adenovirus pueden insertarse adicionalmente en el genoma adenovirico.

El adenovirus puede ser de cualquiera de los 42 serotipos y subgrupos A-F diferentes. De estos, el adenovirus de tipo
5 perteneciente al subgrupo C es el material de partida preferible para obtener el vector adenovirico. La informacion
bioquimica y genética sobre el adenovirus tipo 5 es bien conocida. Los genes exéticos suministrados por el adenovirus
se replican de la misma manera que en el episoma y por tanto, tienen baja genotoxicidad para las células
hospedadoras. Por tanto, la terapia génica que utiliza el sistema de suministro de genes adenoviricos se considera
segura.

(iv) Vector AAV

Los virus adenoasociados (AAV; del inglés, adeno-associated viruses) son capaces de infectar células no divididas y
tienen la capacidad de infectar diversos tipos de células y por tanto, son adecuados como un sistema de suministro
de genes de esta invencion. Las descripciones detalladas para la utilizacion y la preparacion del vector AAV se
desvelan en las patentes de Estados Unidos n.° 5.139.941 y 4.797.368.

Los resultados de la investigacion para AAV como sistema de suministro de genes se describen en LaFace et al.,
Viology, 162: 483486 (1988), Zhou et al., Exp. Hematol. (Nueva York), 21: 928-933 (1993), Walsh et al., J. Clin. Invest.,
94: 1440-1448 (1994) y Flotte et al., Gene Therapy, 2: 29-37 (1995). Recientemente, el vector AAV se ha aprobado
para ensayos en fase | en seres humanos para el tratamiento de la fibrosis quistica.

Normalmente, el virus AAV se fabrica cotransfectando un pldsmido que contiene una secuencia del gen diana
flanqueada por dos repeticiones terminales AAV (McLaughlin et al., J. Virol., 62: 1963-1973 (1988); y Samulski et al.,
J. Virol., 63: 3822-3828 (1989)) y un pldsmido de expresioén que contiene una secuencia codificante de AAV de tipo
silvestre sin repeticiones terminales (McCarty et al., J. Virol., 65: 2936-2945 (1991)).

(v) Otros vectores viricos

Pueden utilizarse también otros vectores viricos para suministrar la secuencia de polinuclettidos al cuerpo. Los
vectores derivados de virus, tales como el virus vaccinia (Puhlmann M. et al., Human Gene Therapy 10:649-657 (1999);
Ridgeway, "Vectores de expresion en mamiferos," En: "Vectors: A survey of molecular cloning vectors and their uses.
Rodriguez y Denhardt, eds. Stoneham: Butterworth, 467-492 (1988); Baichwal y Sugden, "Vectores para la
transferencia de genes derivados de virus de ADN animales: expresion transitoria y estable de los genes transferidos",
En: Kucherlapati R, Ed. Gene transfer. Nueva York: Plenum Press, 117-148 (1986) y Coupar et al., Gene, 68: 1-10
(1988)), lentivirus (Wang G. et al., J. Clin. Invest. 104(11): R55-62 (1999)) y virus del herpes simple (Chamber R., et
al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 92:1411-1415 (1995)) pueden utilizarse en los presentes sistemas de suministro para
suministrar los polinucleétidos de la invencion en las células.

(vi) Liposomas

Los liposomas se forman espontaneamente por fosfolipidos suspendidos en el medio acuoso. El suministro de
moléculas de ADN exdticas mediadas por liposomas ha tenido mucho éxito, como se describe en Sene, Biochim.
Biophys. Acta, 721: 185-190 (1982) y Nicolau et al., Methods Enzymol., 149: 157-176 (1987). Los liposomas que
atrapan la secuencia de polinucleotidos suministran la secuencia de polinucleétidos a las células al interactuar con las
células a través de un mecanismo, tal como la endocitosis, la adsorcion en las superficies celulares y la fusién con las
membranas celulares plasmaticas.

En los casos en donde la secuencia de polinucleétidos se carga en una molécula de ADN recombinante desnuda o un
plasmido (vector), la secuencia de polinucledtidos se puede introducir en las células mediante microinyeccion
(Capecchi, M.R., Cell, 22: 479 (1980); y Harland y Weintraub, J. Cell Biol. 101: 1094-1099 (1985)), precipitacién con
fosfato de calcio (Graham, F.L. et al., Virology, 52: 456 (1973); y Chen y Okayama, Mol. Cell. Biol. 7: 2745-2752
(1987)), electroporacion (Neumann, E. et al., EMBO J., 1: 841 (1982); y Tur-Kaspa et al., Mol. Cell Biol., 6: 716-718
(1986)), transfeccion mediada por liposomas (Wong, T.K. etal., Gene, 10: 87 (1980); Nicolau y Sene, Biochim. Biophys.
Acta, 721: 185-190 (1982); y Nicolau et al., Methods Enzymol., 149: 157-176 (1987)), tratamiento con DEAE-dextrano
(Gopal, Mol. Cell Biol., 5: 1188-1190 (1985)) y bombardeo de genes (Yang et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 87: 9568-9572
(1990)).

Cuando la secuencia de polinucleétidos se construye basandose en el vector virico, la secuencia de polinucleétidos
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se puede administrar a las células mediante varios métodos de infeccidn virico conocidos en la técnica. La infeccion
de las células hospedadoras utilizando vectores viricos se describe en los documentos citados anteriormente.

El sistema de suministro de genes puede ser un vector.

El vector puede ser un plasmido. El plasmido puede ser el pCK. Los vectores recombinantes que incluyen un Unico
polinucledtido que expresa dos o mas isoformas de HGF utilizando el vector pCK se describen en detalle en los
documentos WO 2000/040737 y WO 2003/078568.

La composicién descrita en el presente documento puede contener un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El
vehiculo farmacéuticamente aceptable contenido en la composicién se utiliza normalmente para la formulacién y los
ejemplos del mismo pueden incluir lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol, almidén, goma arabiga, fosfato
calcico, alginato, gelatina, silicato calcico, celulosa microcristalina, polivinilpirrolidona, celulosa, agua, jarabe,
metilcelulosa, hidroxibenzoato de metilo, hidroxibenzoato de propilo, talco, estearato de magnesio y aceite mineral. La
composicion farmacéutica puede contener adicionalmente, ademas de los ingredientes anteriores, un lubricante, un
agente humectante, un agente edulcorante, un agente aromatizante, un emulsionante, un agente de suspension, un
conservante y similares. Los vehiculos y preparaciones farmacéuticamente aceptables adecuados se describen en
detalle en Remington's Pharmaceutical Sciences (192 ed., 1995).

La composicion farmacéutica descrita en el presente documento se puede administrar por via parenteral. Por ejemplo,
la composicién farmacéutica de esta invencion puede administrarse utilizando, por ejemplo, administracion
intravenosa, administracion intraperitoneal, administracion subcutanea, administracion intradérmica, administracion
intraespinal, administracién intratecal, administracién intraventricular, administracion parenquimatosa, administracion
intracraneal, administracion intramuscular o administracion local. La composicién farmacéutica descrita en el presente
documento puede administrarse utilizando la administracion intramuscular, administracién intraespinal, administracion
intratecal, administracion intraventricular, administracion parenquimatosa o administracion intracraneal.

La composicion farmacéutica descrita en el presente documento puede administrarse como una inyeccion. La dosis
adecuada de la composicion farmacéutica varia dependiendo de los factores, tales como el método de formulacion, la
manera de administracién, edad del paciente, peso corporal, género y gravedad de la enfermedad, tiempo de
administracion, via de administracion, tasa de excrecién y sensibilidad a la respuesta y el facultativo experto
habitualmente puede juzgar y prescribir facilmente la dosis eficaz para el tratamiento o prevencion deseados.

El HGF, una isoforma del mismo y SDF-1a, se pueden administrar en una dosis de 10 ng a 100 mg de cada y los
polinucledtidos que codifican las proteinas se administran en una dosis de 1 pg a 100 mg de cada. Cuando el HGF,
una isoforma del mismo, SDF-1a o los polinucleétidos que lo codifican, se administran repetidamente una o mas veces,
la dosis puede ser igual o distinta para cada administracion.

La composicién farmacéutica se puede formular utilizando un vehiculo y/o excipiente farmacéuticamente aceptable,
de acuerdo con el método, que se puede realizar facilmente por una persona con conocimientos ordinarios en la
materia a la que pertenece la presente invencion y la composicién farmacéutica se puede preparar en una forma de
dosificacion unitaria o puede insertarse en un envase multidosis. Aqui, la forma de dosificacion puede ser una solucién
en un medio aceitoso 0 acuoso, una suspension, una emulsion, un extracto, un polvo, un granulo, un comprimido o
una capsula y puede contener adicionalmente un dispersante o un estabilizante.

De acuerdo con otro aspecto descrito en el presente documento, se proporciona un método para prevenir o tratar una
enfermedad arterial periférica, incluyendo el método una etapa de administracion de una composicidn a un sujeto que
lo necesite, conteniendo la composicidn, como principios activos, (a) un factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) o
una isoforma del mismo y un factor 1a derivado de células del estroma (SDF-1a); o (b) un polinucleétido que codifica
HGF o una isoforma del mismo y un polinucleétido que codifica SDF-1a.

Como se utiliza en el presente documento, el término "administracion" o "administrar” se refiere a la aplicacion directa
de una cantidad terapéuticamente eficaz de la composicion a un sujeto (es decir, un objeto) que necesita la
composicion, formando asi la misma cantidad de la misma en el cuerpo del sujeto. Por tanto, el término "administrar"
incluye la inyeccion de la composicion alrededor de un sitio de lesién y por tanto, el término se utiliza con el mismo
significado que el término "inyectar".

La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" de la composicién se refiere al contenido de la composicion, que es
suficiente para proporcionar un efecto terapéutico o preventivo a un sujeto a administrar y por tanto, el término tiene
un significado que incluye "cantidad preventivamente eficaz". Como se utiliza en el presente documento, el término
"sujeto” incluye al ser humano, ratén, rata, cobaya, perro, gato, caballo, vaca, cerdo, mono, chimpancé, babuino o
mono rhesus. En concreto, el sujeto puede ser humano.

Dado que el método para prevenir o tratar la enfermedad arterial periférica aqui descrito incluye la etapa de administrar
la composicion farmacéutica para prevenir o tratar la enfermedad arterial periférica, se omiten las descripciones que
solapan entre ellas, para evitar una complicacion excesiva de la especificacién.
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Efectos ventajosos
Las caracteristicas y ventajas de la presente invencion se resumen a continuacion:

(a) La presente invencién proporciona una composicion farmacéutica para prevenir o tratar una enfermedad arterial
periférica (EAP).

(b) El uso de la composicion de la presente invencion puede prevenir o tratar una enfermedad arterial periférica
(por ejemplo, enfermedad isquémica de las extremidades) mas eficazmente mediante una promociéon notable de
la migracién y angiogénesis de las células endoteliales vasculares cuando se comparan con la utilizacién individual
de HGF, una isoforma del mismo, SDF-1a o polinucleétidos que codifican las proteinas.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 ilustra un efecto de la utilizacion de HGF y SDF-1a sobre la migracion celular de HUVEC.

Las Fig. 2a y 2b ilustran un efecto del uso de HGF y SDF-1a sobre la angiogénesis.

La Fig. 3 ilustra un efecto del uso de pCK-HGF y pCK-SDF-1a sobre las afecciones de las patas traseras de
modelos de ratén con isquemia de las patas traseras.

Ejemplos

Ejemplo 1: Método experimental para investigar el efecto de la combinacién de HGF y SDF-1a sobre la
migracion celular de células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC)

Las HUVEC (del inglés, human umbilical vein endothelial cells), que se obtuvieron tomando solo las células
endoteliales de la vena del cordon umbilical humano, convirtiendo las células en células individuales y cultivando las
células individuales, se adquirieron de Lonza.

Para investigar los efectos de HGF (SEQ ID NO: 1, R&D systems, N.° de catalogo 294-HG-025/CF, EE. UU.) y SDF-
1a (SEQ ID NO: 4, R&D systems, N.° de catalogo 350-NS-010/CF, EE. UU.) sobre la migracion celular de las HUVEC,
el transpocillo (Corning, N.° de catélogo 3422) se recubrid con gelatina al 1% y a continuacion, las células se sembraron
a 2x10* células por pocillo. Tras la incubacién durante una hora para permitir que las células se adhirieran, los grupos
experimentales se organizaron de la siguiente manera (HGF 50 ng/ml; 50 ng/ml de SDF-1qa; 25 ng/ml de HGF + 25
ng/ml de SDF-1a). Los grupos experimentales respectivos se trataron con las proteinas correspondientes durante 2
horas y para medir el grado de migracion celular, las células se tifieron con violeta cristal y se midié el nimero de
células migradas en el transpocillo utilizando un microscopio.

Como resultado, el tratamiento individual con 50 ng/ml de HGF aumentd la migracion celular 1,8 veces en comparacion
con el control y el tratamiento individual con 50 ng/ml de SDF-1a aumentd la migracion celular 1,5 veces en
comparacién con el control. El cotratamiento con HGF y SDF-1a a 25 ng/ml cada uno, aumento la migracién celular
2,5 veces en comparacion con el control, mostrando un mejor efecto sobre la migracion celular, en comparacion con
el tratamiento individual con HGF y SDF-1a (Fig. 1).

Ejemplo 2: Investigacion sobre el efecto de la combinacion de HGF y SDF-1a sobre la angiogénesis en el
ensayo de tapon de Matrigel

El efecto de HGF y SDF-1a sobre la angiogénesis se investigd utilizando un ensayo de tapén de Matrigel.

Se dividieron ratones C57BL/6 de cinco semanas de la siguiente manera para organizar los grupos experimentales
(PBS; 300 ng de HGF; 150 ng de HGF + 150 ng de SDF-1a). Aqui, se afiadi6 1 unidad de heparina a 400 pl de matriz
de Matrigel (Corning, N.° de catalogo 356231) y se afiadieron las proteinas correspondientes a cada grupo
experimental. La mezcla de Matrigel resultante se inyecté subcutaneamente en el abdomen del ratén. Después de 7
dias, los ratones se sacrificaron y se aisld la matriz de matrigel trasplantada. Para cuantificar el grado de angiogénesis,
se midi6 el nivel de hemoglobina contenida en cada matrigel mediante el ensayo de Drabkin.

Como resultado, el grupo al que se afiadieron 300 ng de HGF aumenté el nivel de hemoglobina aproximadamente 1,8
veces en comparacion con el grupo al que se afiadié PBS y el grupo al que se afiadieron 150 ng tanto de HGF como
de SDF-1a, aumento el nivel de hemoglobina aproximadamente 2,3 veces en comparacion con el grupo al que se le
afiadi6 PBS, mostrando la mejora en el grado de angiogénesis en comparacion con la administracion con HGF solo
(Figuras 2a y 2Db).

Ejemplo 3: Investigacion sobre el efecto de la administraciéon de HGF y SDF-1a en un modelo de ratéon con
isquemia de las patas traseras (HLI; del inglés, hindlimb ischemia)

Ejemplo 3-1: Preparacion de ADN plasmidico
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Preparacién del plasmido pCK-HGF

Antes del experimento en los modelos de ratdn con isquemia de las patas traseras, el ADN plasmidico a utilizar se
prepard de la siguiente manera. El vector pCK se construye de manera que un sujeto que se va a expresar esté
regulado por un potenciador/promotor del citomegalovirus humano (hCMV) y el vector pCK se desvela en detalle en
Lee et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 272: 230 (2000) y WO 2000/040737. El plasmido pCK-HGF utilizado en
la presente invencion se prepar6 insertando, en el vector pCK, un gen hibrido (es decir, el gen HGF-X7; SEQ ID NO:
5) en el que una secuencia de fragmentos del intrén 4 del gen HGF humano se inserta entre los exones 4 y 5 del gen
HGF humano de acuerdo con el método desvelado en el documento WO 2003/078568.

Preparacién del pCK-SDF-1a

Basandose en la informacion genética del SDF-1a humano (secuencia de referencia NCBI: NM_199168.3), se realiz6
la sintesis de genes afiadiendo las secuencias de enzimas de restriccion Nhel y Notl a ambos extremos del gen. El
fragmento de SDF-1a humano sintetizado se insert6é en el vector pCK utilizando Nhel y Notl. La secuencia del gen
SDF-1a humano insertado en el vector pCK es la misma que la de la SEQ ID NO: 6.

Ejemplo 3-2: Preparacion de modelos de ratén con isquemia de las patas traseras (HLI) y administracion de
ADN plasmidico

El modelo de raton de HLI es el modelo de ratdn mas representativo para imitar la isquemia critica de extremidades
humana (CLI) [1, 2]. EI método de produccion del modelo de ratdn es el siguiente. Se anestesiaron ratones Balb/c
macho de siete semanas de edad con una mezcla de zoletil y rumpun y se hizo una incisién de aproximadamente 1
cm en la piel del muslo. Después de eso, la posicion de la arteria femoral dentro del muslo se unié fuertemente una
longitud de aproximadamente 1 cm de la arteria, utilizando hilo de un grosor de 6-0 y el tejido entre ellos se cortd para
extraer el vaso sanguineo. Este método puede inducir condiciones isquémicas, al eliminar los vasos sanguineos que
descienden por debajo del muslo. Al mismo tiempo que la induccion de HLI, el ADN plasmidico a evaluar se administro
al musculo cerca del vaso sanguineo extraido. Después de eso, se suturé bien la incision y se observo que los ratones
se recuperaran de la anestesia.

Los modelos de ratén HLI se organizaron en 6 ratones por grupo y se administré cada uno de los siguientes plasmidos:
200 pg de pCK; 200 ug de pCK-HGF; 200 pg de pCK-SDF-1a; 200 pug de pCK-HGF + 200 pg de pCK-SDF-1a. A los
3, 10, 17, 22 y 27 dias tras la administracidn, se observaron las condiciones de las patas traseras, se puntuaron de
acuerdo con un criterio predeterminado y se cuantificaron. Los criterios utilizados aqui son los siguientes [3]: 0 = estado
normal; 1 = necrosis de las ufias de los pies; 2 = necrosis de los dedos de los pies; 3 = necrosis del tejido del pie

Como resultado, tras la induccion de HLI, el grupo al que se le administré6 pCK mostré que las afecciones de las patas
traseras en promedio comenzaron a deteriorarse gradualmente y la puntuacion, tras aproximadamente dos semanas,
aumento aproximadamente a 1,83. El grupo al que se administr6 pCK-HGF mostré que la puntuacién aumenté a 0,66-
0,83 con el tiempo. Por otra parte, el grupo coadministrado con pCK-HGF y pCK-SDF-1a mostré que la puntuacion
después de la induccién de HLI se mantuvo en cero (Figura 3).

Como resultado, se verificd, a través de los ejemplos 1-3 anteriores, que el efecto de promover la migracion y la
angiogénesis de las células endoteliales vasculares y el efecto del tratamiento para una enfermedad isquémica de las
extremidades fueron mas notables cuando se coadministraron HGF y SDF-1a o los polinucleétidos que codifican HGF
y SDF-1qa, respectivamente, se coadministraron, mas que cuando las proteinas o polinucledtidos respectivos se
administraron solos.

Referencias
1. Limbourg, A., et al., Evaluation of postnatal arteriogenesis and angiogenesis in a mouse model of hind-limb
ischemia. Nat Protoc. 4(12): 1737-46, 2009.
2. Couffinhal, T., et al., Mouse model of angiogenesis. Am J Pathol. 152(6): 1667-79, 1998.
3. Clayton, J.A., D. Chalothorn y J.E. Faber, Vascular endothelial growth factor-A specifies formation of native
collaterals and regulates collateral growth in ischemia. Circ Res. 103(9): 1027-36, 2008.
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Lys

Asp

Trp

Thr

265

Gly

Arg

Phe

Ser

Tyr

345

Tyr

Ser

Arg

Cys

Asn

425

Asp

Ala

Asn

Gly

Phe

505

Asp

Ser

Leu

11

Gly

Glu

250

Asp

Tyr

Trp

Lys

Glu

330

Cys

Arg

Gly

His

Arg

410

Pro

Thr

Lys

Ile

Gly

490

Pro

VvVal

Gln

Ala

Gln

235

Tyr

Vval

Arg

Asp

Cys

315

Ser

Ser

Gly

Leu

Ile

395

Asn

Leu

Thr

Thr

Gly

475

Ser

Ser

His

Leu

Arg
555

Pro

Cys

Pro

Gly

Ser

300

Lys

Pro

Gln

Asn

Thr

380

Phe

Pro

Ile

Pro

Lys

460

Trp

Leu

Arg

Gly

val

540

Pro

Arg

Ala

Leu

Thr

285

Gln

Asp

Trp

Ile

Gly

365

Cys

Trp

Asp

Pro

Thr

445

Gln

Met

Ile

Asp

Arg

525

Tyr

Ala

Pro

Ile

Glu

270

Vval

Tyr

Leu

Cys

Pro

350

Lys

Ser

Glu

Asp

Trp

430

Ile

Leu

Vval

Lys

Leu

510

Gly

Gly

vVal

Trp

Lys

255

Thr

Asn

Pro

Arg

Phe

335

Asn

Asn

Met

Pro

Asp

415

Asp

Val

Arg

Ser

Glu

495

Lys

Asp

Pro

Leu

Cys

240

Thr

Thr

Thr

His

Glu

320

Thr

Cys

Tyr

Trp

Asp

400

Ala

Tyr

Asn

Val

Leu

480

Ser

Asp

Glu

Glu

Asp
560



Asp

Glu

Asn

Glu

Glu

625

Asp

Leu

Gly

Ile

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

<213> Secuencia de aminoacidos de fIHGF

<400> 2

Phe

Lys

Tyr

Lys

610

Ile

Tyr

Gly

Ile

Leu
690

Val

Thr

Asp

595

Cys

Cys

Gly

Vval

Phe

675

Thr

Ser

Ser

580

Gly

Ser

Ala

Gly

Ile

660

Val

Tyr

Thr

565

Cys

Leu

Gln

Gly

Pro

645

Vval

Arg

Lys

ES 2 822924 T3

Ile

Ser

Leu

His

Ala

630

Leu

Pro

Val

Val

Asp

Val

Arg

His

615

Glu

Val

Gly

Ala

Pro
695

Leu

Tyr

Val

600

Arg

Lys

Cys

Arg

Tyr

680

Gln

Pro

Gly

585

Ala

Gly

Ile

Glu

Gly

665

Tyr

Ser

12

Asn

570

Trp

His

Lys

Gly

Gln

650

Cys

Ala

Tyr

Gly

Leu

Vval

Ser

635

His

Ala

Lys

Gly

Tyr

Tyr

Thr

620

Gly

Lys

Ile

Trp

Cys

Thr

Ile

605

Leu

Pro

Met

Pro

Ile
685

Thr

Gly

590

Met

Asn

Cys

Arg

Asn

670

His

Ile

575

Leu

Gly

Glu

Glu

Met

655

Arg

Lys

Pro

Ile

Asn

Ser

Gly

640

Val

Pro

Ile



Met

Leu

Arg

Thr

Asn

65

Pro

Leu

Gly

Ile

Ser
145

Trp

His

Lys

Leu

50

Thr

Phe

Trp

His

Ile

130

Gly

Val

Leu

Arg

35

Ile

Ala

Thr

Phe

Glu

115

Gly

Ile

Thr

Leu

20

Arg

Lys

Asp

Cys

Pro

100

Phe

Lys

Lys

Lys

Leu

Asn

Ile

Gln

Lys

85

Phe

Asp

Gly

Cys

ES 2 822924 T3

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

Ile

His

40

Ala

Asn

Val

Met

Glu

120

Tyr

Trp

Ala

Ala

25

Glu

Leu

Arg

Phe

Ser

105

Asn

Lys

Ser

13

Leu

10

Ile

Phe

Lys

Cys

Asp

90

Ser

Lys

Gly

Ser

Leu

Pro

Lys

Ile

Thr

75

Lys

Gly

Asp

Thr

Met
155

Leu

Tyr

Lys

Lys

Arg

Ala

Val

Tyr

Val

140

Ile

Gln

Ala

Ser

45

Thr

Asn

Arg

Lys

Ile

125

Ser

Pro

His

Glu

30

Ala

Lys

Lys

Lys

Lys

110

Arg

Ile

His

Val

15

Gly

Lys

Lys

Gly

Gln

95

Glu

Asn

Thr

Glu

Leu

Gln

Thr

vVal

Leu

80

Cys

Phe

Cys

Lys

His
160



Ser

Cys

Asn

Val

His

225

His

Asp

Thr

Ala

Cys

305

Trp

His

Tyr

Asp

Met

385

Gly

Lys

Ser

Gly

Pro

465

Asp

Phe

Arg

Pro

Glu

210

Thr

Arg

Asn

Leu

Asp

290

Ile

Asn

Asp

Cys

Pro

370

Ser

Asn

Asn

Lys

Pro

450

Ile

His

Leu

Asn

Glu

195

Cys

Glu

His

Tyr

Asp

275

Asn

Gln

Gly

Met

Arg

355

Asn

His

Leu

Met

Leu

435

Trp

Ser

Pro

Pro

Pro

180

Val

Met

Ser

Lys

Cys

260

Pro

Thr

Gly

Ile

Thr

340

Asn

Ile

Gly

Ser

Glu

420

Asn

Cys

Val

Ser

165

Arg

Arg

Thr

Gly

Phe

245

Arg

His

Met

Gln

Pro

325

Pro

Pro

Arg

Gln

Gln

405

Asp

Glu

Tyr

Cys

Ile
485

ES 2 822924 T3

Ser

Gly

Tyr

Cys

Lys

230

Leu

Asn

Thr

Asn

Gly

310

Cys

Glu

Asp

Val

Asp

390

Thr

Leu

Asn

Thr

Glu

470

Ser

Tyr

Glu

Glu

Asn

215

Ile

Pro

Pro

Arg

Asp

295

Glu

Gln

Asn

Gly

Gly

375

Cys

Arg

His

Tyr

Gly

455

Gly

Cys

Arg Gly

Glu Gly
185

Vval Cys
200

Gly Glu

Cys Gln

Glu Arg

Asp Gly

265

Trp Glu
280

Thr Asp

Gly Tyr

Arg Trp

Phe Lys

345

Ser Glu
360

Tyr Cys

Tyr Arg

Ser Gly

Arg His

425
Cys Arg
440
Asn Pro

Asp Thr

Ala Lys

14

Lys

170

Gly

Asp

Ser

Arg

Tyr

250

Gln

Tyr

val

Arg

Asp

330

Cys

Ser

Ser

Gly

Leu

410

Ile

Asn

Leu

Thr

Thr
490

Asp

Pro

Ile

Tyr

Trp

235

Pro

Pro

Cys

Pro

Gly

315

Ser

Lys

Pro

Gln

Asn

395

Thr

Phe

Pro

Ile

Pro

475

Lys

Leu

Trp

Pro

Arg

220

Asp

Asp

Arg

Ala

Leu

300

Thr

Gln

Asp

Trp

Ile

380

Gly

Cys

Trp

Asp

Pro

460

Thr

Gln

Gln

Cys

Gln

205

Gly

His

Lys

Pro

Ile

285

Glu

val

Tyr

Leu

Cys

365

Pro

Lys

Ser

Glu

Asp

445

Trp

Ile

Leu

Glu

Phe

190

Cys

Leu

Gln

Gly

Trp

270

Lys

Thr

Asn

Pro

Arg

350

Phe

Asn

Asn

Met

Pro

430

Asp

Asp

Vval

Arg

Asn

175

Thr

Ser

Met

Thr

Phe

255

Cys

Thr

Thr

Thr

His

335

Glu

Thr

Cys

Tyr

Trp

415

Asp

Ala

Tyr

Asn

val
495

Tyr

Ser

Glu

Asp

Pro

240

Asp

Tyr

Cys

Glu

Ile

320

Glu

Asn

Thr

Asp

Met

400

Asp

Ala

His

Cys

Leu

480

Vval



Asn

Tyr

Val

Glu

545

Cys

Ser

Phe

Lys

Tyr

625

Lys

Ile

Tyr

Gly

Ile

705

Leu

<210> 3
<211>723
<212> PRT

Gly

Arg

Leu

530

Ala

Lys

Asp

Val

Thr

610

Asp

Cys

Cys

Gly

Val

690

Phe

Thr

Ile

Asn

515

Thr

Trp

Gln

Leu

Ser

595

Ser

Gly

Ser

Ala

Gly

675

Ile

Val

Tyr

Pro

500

Lys

Ala

Leu

Val

Val

580

Thr

Cys

Leu

Gln

Gly

660

Pro

Val

Arg

Lys

Thr

His

Arg

Gly

Leu

565

Leu

Ile

Ser

Leu

His

645

Ala

Leu

Pro

Val

Val
725

ES 2 822924 T3

Arg

Ile

Gln

Ile

550

Asn

Met

Asp

Val

Arg

630

His

Glu

Val

Gly

Ala

710

Pro

Thr

Cys

Cys

535

His

Val

Lys

Leu

Tyr

615

Val

Arg

Lys

Cys

Arg

695

Tyr

Gln

<213> Secuencia de aminoacidos de dHGF

<400> 3

Asn

Gly

520

Phe

Asp

Ser

Leu

Pro

600

Gly

Ala

Gly

Ile

Glu

680

Gly

Tyr

Ser

Ile

505

Gly

Pro

vVal

Gln

Ala

585

Asn

Trp

His

Lys

Gly

665

Gln

Cys

Ala

15

Gly

Ser

Ser

His

Leu

570

Arg

Tyr

Gly

Leu

Val

650

Ser

His

Ala

Lys

Trp

Leu

Arg

Gly

555

Val

Pro

Gly

Tyr

Tyr

635

Thr

Gly

Lys

Ile

Trp
715

Met

Ile

Asp

540

Arg

Tyr

Ala

Cys

Thr

620

Ile

Leu

Pro

Met

Pro

700

Ile

Val

Lys

525

Leu

Gly

Gly

Val

Thr

605

Gly

Met

Asn

Cys

Arg

685

Asn

His

Ser

510

Glu

Lys

Asp

Pro

Leu

590

Ile

Leu

Gly

Glu

Glu

670

Met

Arg

Lys

Leu

Ser

Asp

Glu

Glu

575

Asp

Pro

Ile

Asn

Ser

655

Gly

Val

Pro

Ile

Arg

Trp

Tyr

Lys

560

Gly

Asp

Glu

Asn

Glu

640

Glu

Asp

Leu

Gly

Ile
720



Met Trp

Leu His

Arg Lys

Thr Leu

Val Thr Lys
5

Leu Leu Leu
20

Arg Arg Asn
35

Ile Lys Ile

ES 2 822924 T3

Leu

Leu

Thr

Asp

Leu

Pro

Ile

Pro

Pro Ala

Ile Ala
25

His Glu
40

Ala Leu

16

Leu
10
Ile

Phe

Lys

Leu Leu Gln

Pro Tyr Ala

Lys Lys Ser

45

Ile Lys Thr

His
Glu
30

Ala

Lys

Val
15
Gly

Lys

Lys

Leu

Gln

Thr

Val



Asn

65

Pro

Leu

Gly

Ile

Ser

145

Ser

Gly

Tyr

Cys

Lys

225

Leu

Asn

Thr

Asn

Gly

305

Cys

Glu

Asp

vVal

Asp

50

Thr

Phe

Trp

His

Ile

130

Gly

Tyr

Glu

Glu

Asn

210

Ile

Pro

Pro

Arg

Asp

290

Glu

Gln

Asn

Gly

Gly

370

Cys

Ala

Thr

Phe

Glu

115

Gly

Ile

Arg

Glu

val

195

Gly

Cys

Glu

Asp

Trp

275

Thr

Gly

Arg

Phe

Ser

355

Tyr

Tyr

Asp

Cys

Pro

100

Phe

Lys

Lys

Gly

Gly

180

Cys

Glu

Gln

Arg

Gly

260

Glu

Asp

Tyr

Trp

Lys

340

Glu

Cys

Arg

Gln

Lys

85

Phe

Asp

Gly

Cys

Lys

165

Gly

Asp

Ser

Arg

Tyr

245

Gln

Tyr

Val

Arg

Asp

325

Cys

Ser

Ser

Gly

ES 2 822924 T3

Cys

70

Ala

Asn

Leu

Arg

Gln

150

Asp

Pro

Ile

Tyr

Trp

230

Pro

Pro

Cys

Pro

Gly

310

Ser

Lys

Pro

Gln

Asn

55

Ala

Phe

Ser

Tyr

Ser

135

Pro

Leu

Trp

Pro

Arg

215

Asp

Asp

Arg

Ala

Leu

295

Thr

Gln

Asp

Trp

Ile

375

Gly

Asn Arg

Val Phe

Met Ser
105

Glu Asn
120

Tyr Lys

Trp Ser

Gln Glu

Cys Phe
185

Gln Cys
200

Gly Leu

His Gln

Lys Gly

Pro Trp

265

Ile Lys
280

Glu Thr

Val Asn

Tyr Pro

Leu Arg

345

Cys Phe
360

Pro Asn

Lys Asn

17

Cys

Asp

20

Ser

Lys

Gly

Ser

Asn

170

Thr

Ser

Met

Thr

Phe

250

Cys

Thr

Thr

Thr

His

330

Glu

Thr

Cys

Tyr

Thr

75

Lys

Gly

Asp

Thr

Met

155

Tyr

Ser

Glu

Asp

Pro

235

Asp

Tyr

Cys

Glu

Ile

315

Glu

Asn

Thr

Asp

Met

60

Arg

Ala

val

Tyr

val

140

Ile

Cys

Asn

val

His

220

His

Asp

Thr

Ala

Cys

300

Trp

His

Tyr

Asp

Met

380

Gly

Asn

Arg

Lys

Ile

125

Ser

Pro

Arg

Pro

Glu

205

Thr

Arg

Asn

Leu

Asp

285

Ile

Asn

Asp

Cys

Pro

365

Ser

Asn

Lys

Lys

Lys

110

Arg

Ile

His

Asn

Glu

1920

Cys

Glu

His

Tyr

Asp

270

Asn

Gln

Gly

Met

Arg

350

Asn

His

Leu

Gly

Gln

95

Glu

Asn

Thr

Glu

Pro

175

Vval

Met

Ser

Lys

Cys

255

Pro

Thr

Gly

Ile

Thr

335

Asn

Ile

Gly

Ser

Leu

80

Cys

Phe

Cys

Lys

His

160

Arg

Arg

Thr

Gly

Phe

240

Arg

His

Met

Gln

Pro

320

Pro

Pro

Arg

Gln

Gln



385

Thr

Leu

Asn

Thr

Glu

465

Ser

Arg

Ile

Gln

Ile

545

Asn

Met

Asp

VvVal

Arg

625

His

Glu

val

Gly

Ala

705

Pro

Arg

His

Tyr

Gly

450

Gly

Cys

Thr

Cys

Cys

530

His

val

Lys

Leu

Tyr

610

Val

Arg

Lys

Cys

Arg

690

Tyr

Gln

Ser

Arg

Cys

435

Asn

Asp

Ala

Asn

Gly

515

Phe

Asp

Ser

Leu

Pro

595

Gly

Ala

Gly

Ile

Glu

675

Gly

Tyr

Ser

Gly

His

420

Arg

Pro

Thr

Lys

Ile

500

Gly

Pro

val

Gln

Ala

580

Asn

Trp

His

Lys

Gly

660

Gln

Cys

Ala

Leu

405

Ile

Asn

Leu

Thr

Thr

485

Gly

Ser

Ser

His

Leu

565

Arg

Tyr

Gly

Leu

Vval

645

Ser

His

Ala

Lys

ES 2 822924 T3

390

Thr

Phe

Pro

Ile

Pro

470

Lys

Trp

Leu

Arg

Gly

550

val

Pro

Gly

Tyr

Tyr

630

Thr

Gly

Lys

Ile

Trp
710

Cys

Trp

Asp

Pro

455

Thr

Gln

Met

Ile

Asp

535

Arg

Tyr

Ala

Cys

Thr

615

Ile

Leu

Pro

Met

Pro

695

Ile

Ser

Glu

Asp

440

Trp

Ile

Leu

val

Lys

520

Leu

Gly

Gly

vVal

Thr

600

Gly

Met

Asn

Cys

Arg

680

Asn

His

Met

Pro

425

Asp

Asp

val

Arg

Ser

505

Glu

Lys

Asp

Pro

Leu

585

Ile

Leu

Gly

Glu

Glu

665

Met

Arg

Lys

18

Trp

410

Asp

Ala

Tyr

Asn

Val

490

Leu

Ser

Asp

Glu

Glu

570

Asp

Pro

Ile

Asn

Ser

650

Gly

val

Pro

Ile

395

Asp

Ala

His

Cys

Leu

475

Val

Arg

Trp

Tyr

Lys

555

Gly

Asp

Glu

Asn

Glu

635

Glu

Asp

Leu

Gly

Ile
715

Lys

Ser

Gly

Pro

460

Asp

Asn

Tyr

val

Glu

540

Cys

Ser

Phe

Lys

Tyr

620

Lys

Ile

Tyr

Gly

Ile

700

Leu

Asn

Lys

Pro

445

Ile

His

Gly

Arg

Leu

525

Ala

Lys

Asp

vVal

Thr

605

Asp

Cys

Cys

Gly

val

685

Phe

Thr

Met

Leu

430

Trp

Ser

Pro

Ile

Asn

510

Thr

Trp

Gln

Leu

Ser

590

Ser

Gly

Ser

Ala

Gly

670

Ile

Vval

Tyr

Glu

415

Asn

Cys

Arg

val

Pro

495

Lys

Ala

Leu

vVal

Vval

575

Thr

Cys

Leu

Gln

Gly

655

Pro

VvVal

Arg

Lys

400

Asp

Glu

Tyr

Cys

Ile

480

Thr

His

Arg

Gly

Leu

560

Leu

Ile

Ser

Leu

His

640

Ala

Leu

Pro

val

vVal
720



10

15

<210>4
<211> 68
<212> PRT

ES 2 822924 T3

<213> Secuencia de aminodcidos de la proteina alfa SDF-1 humana recombinante

<400> 4

Lys Pro Val Ser

1

His Val

Asn Cys

Val Cys

20

Ala Leu
35

Ile Asp
50

Ala Leu Asn Lys

65

<210>5
<211> 3679
<212> ADN

Leu Ser Tyr Arg Cys

5

Ala Arg Ala Asn Val

Gln Ile Val

Pro Lys

Leu Lys

His
25

Lys

40

Trp

55

<213> Secuencia de nucleétidos de HGF-X7

<400> 5
atgtgggtga
ctgetecccea
gaattcaaaa
accaaaaaag
ccattcactt
ttcaatagca
aacaaagact
tctatcacta
aggtaagaac
tcatattagt
tgtattacgg
tgttaataaa
tatttgtgga
ttggacttca
aaagcctgtt

gtttactggt

ccaaactcct
tegecateee
aatcagcaaa
tgaatactge
gcaaggcttt
tgtcaagtgg
acattagaaa
agagtggcat
agtatgaaga
ccttcagaat
caaggtttat
atgtagccaa
tectgggtag
ctctaatttt
aacaaaacac

attacctgta

gccagccectg
ctatgcagag
gactacccta
agaccaatgt
tgtttttgat
agtgaaaaaa
ctgecatcatce
caaatgtcag
aaagagatga
aattctacaa
atgaattcat
aacaatatct
gaaacacatt
agtgccattt
aagctgaata

gatgtatatt

ctgetgeage
ggacaaagga
atcaaaatag
gctaatagat
aaagcaagaa
gaatttggcece
ggtaaaggac
ccctggagtt
agcctetgte
tecctaaaata
gactgatatt
taccttaatg
tgaatggtat
agaactcaag
ttaaaaatgt

ctttattatg

19

Pro Cys Arg Phe

10

Leu Lys Ile

Ala Arg Leu Lys Asn

Ile Gln Glu

60

atgtcctect
aaagaagaaa
atccagcact
gtactaggaa
aacaatgecct
atgaatttga
gcagctacaa
ccatgatacc
ttttttacat
acttagccaa
tagcaaatga
cctcaatttg
ttactaagat
gtctcagtaa
aactggattt

atcttttgtg

Phe
15

Leu Asn
30

Asn Asn Arg Gln

45

Tyr Leu

gcatctecte
tacaattcat
gaagataaaa
taaaggactt
ctggttececcece
cctectatgaa
gggaacagta
acacgaacac
gttaacagtce
cttgectgaat
ttaattaata
tagatctcecgg
actaaaatcc
aagtagaaat
tcaaagaaat

taaagtectgg

Glu Ser

Thr Pro

Glu Lys

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



cagacaaatg
aagacttgge
ggcactagaa
ttataaacca
gagaataagce
tgcttaataa
caaaataacc
agctaatagg
gaagtttcag
tgtttetcaa
taatgatcte
tetecagttet
aattatgttt
ctcatctttce
caaacgtttt
taagataaag
ggcaaaaaaa
gecttegage
agaaggggga
tecctcagtgt
ggatcataca
caaattcttg
cgatggccag
tgcaattaaa
tgaatgcatc
aattccatgt
tttcaagtge
ctggtgtttt
tgatatgteca
atcccaaaca
tegtcatate

agatgatgat

caatatctaa
cttttectaat
attttaagtg
aaactgggat
aattectgtte
gaggtagcat
atataaggtg
ctgagagaag
cccagattta
ttgtgecagaa
aaataagtaa
gtcctaagtg
cagacaactt
taacttgatg
aaggacagat
gatttttcta
agttgcatge
tateggggta
ccctggtgtt
tcagaagttg
gaatcaggca
cctgaaagat
ccgaggecat
acatgegetg
caaggtcaag
cagegttggg
aaggacctac
accactgatc
catggacaag
agatctggac
ttectgggaac

gctecatggac
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ttgttgagte
gtgttaaaat
aagataatgt
cactaagcte
tttattagga
ttgttaagtg
taagatgtta
ctaaattact
actggattct
aaaagggggce
tgcaagaaat
gecettgetcea
cgattcagtt
gtgaatatgg
gaaaatgaca
ccttecagecaa
tecttatactg
aagacctaca
tcacaagcaa
aatgcatgac
agatttgtca
atccecgacaa
ggtgctatac
acaatactat
gagaaggcta
attctcagta
gagaaaatta
caaacatccg
attgttateg
taacatgtte
cagatgcaag

cctggtgeta

caatatcaca
actttatget
gttgcagtta
cagtcagtca
cacagtagat
tcaattactce
aaggttatgg
tactggggtce
gggctecttta
tatttataag
agtgagattt
atcacctget
ctagaatgtt
aaattcagct
gaattttaag
aaacataccc
taatgattat
ggaaaactac
tccagaggta
ctgcaatggg
gecgetgggat
gggctttgat
tettgaccecet
gaatgacact
caggggcact
tecectecacgag
ctgccgaaat
agttggctac
tgggaatgge

aatgtgggac
taagctgaat

cacgggaaat

20

agcagtacaa
ggtaataaca
ctgcactcaa
aaatgatcaa
acagactaca
tattatccct
ttacactcag
tcacagtaag
ttcatgttac
aaaagcaata
caaaatcagt
atcttttagt
tgactcagea
aaatggatgt
gtaaaatata
actaattagt
cattttaaaa
tgtecgaaate
cgctacgaag
gagagttatc
catcagacac
gataattatt
cacacccgcet
gatgttecett
gtcaatacca
catgacatga
ccagatgggt
tgctcccaaa
aaaaattata
aagaacatgg
gagaattact

ccactcatte

aagtataaaa
ctaagagtag
tggcttacta
aattattgaa
aagtggagtg
tggagcecttct
tgcacaggta
aaagtgagct
ttcatgaatce
aacaaacaag
ggcagcgatt
ggagctttga
aattcacagg
taataaaatt
tgaaggaata
aaaattaata
ctagettttt
ctcgagggga
tctgtgacat
gaggtctcat
cacaccggeca
gccgceaatce
gggagtactg
tggaaacaac
tttggaatgg
ctectgaaaa
ctgaatcacc
ttccaaactg
tgggcaactt
aagacttaca
gccgaaatce

cttgggatta

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880



10

15

ttgcectatt
cgtaatatcet
aaacatagga
gataaaggag
ttatgaagcet
ggttctcaat
gecttgecagg
atgcacaatt
caactatgat
ccagcatcat
gattggatca
aatgagaatg
tggtattttt

taaggtacca

<210>6
<211> 270
<212> ADN

<213> Secuencia de nucleétidos de SDF-1 alfa

<400> 6
atgaacgcca
gggaagcccg
agagccaacg
gceccggetga

gagtacctgg

<210>7
<211> 7113
<212> ADN

tectegttgtg
tgtgccaaaa
tggatggtta
agttgggtte
tggcttggaa
gtttececcage
cctgetgtee
cctgaaaaga
ggecctattac
cgagggaagg
ggaccatgtg
gttettggtg
gtcegagtag

cagtcatag

aggtcgtggt
tcagectgag
tcaagcatct
agaacaacaa

agaaagcttt
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aaggtgatac

cgaaacaatt
gtttgagata
ttactgcacg
ttcatgatgt
tggtatatgg
tggatgattt
ccagttgcag
gagtggcaca
tgactctgaa
agggggatta
tecattgttce

catattatge

cgtgetggte
ctacagatge
caaaattcte

cagacaagtg

aaacaagtaa

cacacctaca
gcgagttgta
cagaaataaa
acagtgttte
ccacggaaga
ccctgaagga
tgttagtacg
tgtttatgge
tctectatata
tgagtctgaa
tggtggccceca
tggtcgtgga

aaaatggata

ctegtgetga
ccatgeccgat
aacactccaa

tgecattgace

<213> Secuencia de nucleétidos de HGF hibrido

<400> 7
atgtgggtga
ctgectececcea
gaattcaaaa
accaaaaaag

ccattcactt

ccaaactcct
tegecateee
aatcagcaaa
tgaatactge

gcaaggcttt

gccagccectg
ctatgcagag
gactacccta
agaccaatgt

tgtttttgat

ctgectgeage
ggacaaagga
atcaaaatag
gctaatagat

aaagcaagaa

21

atagtcaatt
aatgggatte
catatctgeg
ccttetegag
ggagatgaga
tcagatctgg
attgatttac
tggggctaca
atgggaaatg
atatgtgcetg
cttgtttgtg
tgtgeccatte

cacaaaatta

ccgegetcetg
tettegaaag
actgtgcect

cgaagctaaa

atgtcctect
aaagaagaaa
atccagcact

gtactaggaa

aacaatgecct

tagaccatce
caacacgaac
gaggatcatt
acttgaaaga
aatgcaaaca
ttttaatgaa
ctaattatgg
ctggattgat
agaaatgcag
gggctgaaaa
agcaacataa
caaatcgtce

ttttaacata

cctecagegac
ccatgttgee
tcagattgta

gtggattcag

gcatctecte
tacaattcat
gaagataaaa
taaaggactt

ctggttececcece

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3679

60

120

180

240

270

60

120

180

240

300



ttcaatagca
aacaaagact
tctatcacta
aggtaagaac
tcatattagt
tgtattacgg
tgttaataaa
tatttgtgaa
agtacggcac
tactgaggge
cacctgctge
cagaatctet
tgcagccaaa
tctcacctat
atttaaagat
ctgaggaaaa
acaattttat
gagggtttac
taatgagaac
aagcataaaa
gaatataage
cacatttggc
tgeettgttyg
ttcttcatta
ctccacactg
agctgatcat
tacaattatg
ttataattgg
aaaacatttt
aatcaatcct
accctgagtt

ctgggaactg

tgtcaagtgg
acattagaaa
agagtggcat
agtatgaaga
ccttecagaat
caaggtttat
atgtagccaa
ataataacgt
tgtgcagggg
tgagggttct
aagcccttga
ggggagaata
tttgagaacc
cgcctaaaga
gagtaaacac
acatagatat
cagaaaccaa
tttaccatgt
cacacagcgg
acacttagta
ccagtcacca
cggtcagtag
aatccacttt
ggaaacagag
ggattaaacc
ctctacaaca
tagaaatgcc
ttttgtecete
atttaagtag
accctagtce
ttetatgate

gcttectagt
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agtgaaaaaa
ctgcatcatt
caaatgtcag
aaagagatga
aattctacaa
atgaattcat
aacaatatct
aaacttcgtt
gagaggttga
ttaacettgg
cgaatcttac
gggcaccagt
actgctaaaa
ccaaattgga
aatatactta
ctaatactga
agtagtttaa
accttgetga
gtagttttat
agttttcagt
tcactctata
aacccatgct
ttattctatt
atgagttatt
tatgatcttg
tttcaataac
tctaaaacac
ttttgagagt
atggatctaa
aggagaatgce
gtgattetet

ccaatcagcect

gaatttggcce
ggtaaaggac
ccctggagtt
agcctcetgte
tecctaaaata
gactgatatt
taccttaatg
taaaaggatt
ttgtgaaaaa
tggatctcaa
ttagaagatg
attttttgag
gctcaagett
taaatgtgtt
ggctegtecag
ctggagtatt
aacagctctce
gcactgtace
tggttctatt
gtcatgcaca
acctgegett
gtgatttgtt
ccattttggg
gaccaacaca
gcctaattaa
agaaaacaac
agtattttcc
ttgecatggtg
gtttttecatg
attagattaa
gctggaggag

cttttaccaa

22

atgaatttga
gcagctacaa
ccatgatacc
ttttttacat
acttagccaa
tagcaaatga
cctecaatttg
cttetteetg
tcagaggtag
cattggttge
acaacacaga
ctcccaccat
cagattgacc
cattacgaca
actgagagtt
agtcaaggct
cccttattag
ttgttaatect
ttacctacat
actaggaagt
ttaacaactt
tttgcagtgg
gacacaatte
gaaagaaaaa
cactagctag
aattttcaaa
ttatattaca
ttactceccetg
aacaaaggaa
cctagtagag
taattgtgaa

tgaacactte

cctetatgaa
gggaacagta
acacgaacac
gttaacagtce
cttgctgaat
ttaattaata
tagatectegg
tctttgagaa
atgagaatct
acattaaaat
acaattaaat
gattccaaag
agcttttceca
gatgggtact
ttaatcatca
tatttcacac
taatgcattg
catttacttg
gacaaaactg
gacatggcca
cagggcatga
tggtgatgac
tgcaagatga
gagtttgttg
taagtgtcca
attagttact
aaaacaaaaa
catagtgaag
tgacatttga
gtcttattte
atagatctet

cttgtgatat

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220



agatgtttat
ggaaacacat
cttttaagtg
ctggaggaat
aagatgatga
tatctacate
tagatcaagt
tagaagacct
tcacttgtcet
tatgaataaa
ctcataaaca
ttggtcaaat
aaaacagtta
agactgctet
gtggaaagga
tattegtgtt
tgtatttgte
ggctttacaa
tgtgtagagg
catttgctat
gggaaattat
aattgtctaa
gttttatgat
gagctatagt
aaagcaaaag
atgcattaaa
gtttactgtt
tcatacggte
atggatatta
ctggttcect

aatttatatt

ggccgagagg
aattttcatce
ttgactaaag
gatttattgt
aagatgatga
tgtateccectte
ttecctaggaa
agtttatatt
ctecttaaage
tgettattac
cttgttgaat
atggggtgct
atttaggtaa
ttaacctteca
gcccatcettt
ttggecatat
ctaataaatt
atccactgga
ggacaaaaat
aactactagg
agttecgtatt
ggactaaggt
taacaaataa
attctttgct
tcacatttga
atattctgga
aggaattgtg
tgacaacctg
actattacta
gaaaatgttt

ttctgaagac
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atccagtata
aattagcage
attaatttta
tgacccctaa
aattaatgta
attggccace
cacagtgaat
tcaaagtata
cttgecaaca
agaatctget
gaacacacat
aaagaaaagc
aagataaaat
tgtectagag
tetetteatt
ctacttttga
gttgacttat
aaggtatatg
cctetetcaa
tttettaaat
attcatctaa
tgtatactat
acttctcacc
taaataaatt
ttctatcaga
atgatggage
aaattatgcet
tcttatttet
cttagatgca
agttagtaat

ttaactctag

ttaataaaat
ttattggaat
cagaaaatag
attgaaatat
gaagcttaac
cagcattcat
attaaaagaa
tttggatgta
gcaaggacag
gactggcaca
aagtgaaaga
aggggaaata
acaccacaga
aggtttttga
ttgattttat
tttctacatt
taattcacta
ggtgtatcac
actataaata
aatcttaata
gtgaagagat
ttaggtgata
actctaccat
tgattagtge
aaagtgagta
taaaagtaag
gaattttagt
atttcceccat
ttgaagttge
aagtctctta

aatacactca

23

ccetttttgt
atctgecatga
aaaaagaaat
tttactagtg
tagaaaatca
taatgaatca
aacaaaggga
acccaatttt
agaaccaaaa
tgctttgtgt
gcatggctag
cattgggaca
atgaagaaaa
tatgaattge
taactccaat
attctetett
cttectcecaca
tttgtgtatt
ttgagtattt
tataaaatga
taaaacccag
gatatggggc
atcaactttt
atgacttctt
agccatggcecce
aaaaatgact
tgcattataa
atgaggaatg
ataatatgga
cactatttgt

tgtcaaaatg

attcaatgag
tggtttaaca
atgtttctgt
gcttaatgga
ggtgacctga
gatgatggaa
gcctagceacce
aaacatttce
atagtgtata
gtaatgggtt
gcttecateccece
ctaacaaaaa
gagatgaccc
attcagaatt
gggggaattt
cectttetace
getttttttt
tcggtgtgcea
gtgtattgaa
tatagaaaaa
ggagtaaata
aaccgtatgg
ccataaaaga
gaaaacatat
caaacaaaag
ttttaaaaaa
tttttgtcag
ctagttaagt
taatacttca
tttgtccaat

aaagaatttc

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080



attgcaaaat
aaaatgatgg
agatactaaa
gtaaaagtag
attttcaaag
tgtgtaaagt
acaaaagtat
aacactaaga
tcaatggett
tcaaaattat
tacaaagtgg
cccttggage
tcagtgecaca
taagaaagtg
ttacttcatg
aataaacaaa
cagtggcagc
tagtggagcet
agcaaattca
atgttaataa
tatatgaagg
tagtaaaatt
aaaactagct
aatcectegag
gaagtctgtg
tatecgaggtce
acaccacacc
tattgcecgea
cgetgggagt
cectttggaaa
accatttgga

atgactccetg

attgettggt
tttattagaa
atccttggac
aaataaagcce
aaatgtttac
ctggcagaca
aaaaaagact
gtagggcact
actattataa
tgaagagaat
agtgtgctta
ttectcaaaat
ggtaagctaa
agctgaagtt
aatctgttte
caagtaatga
gatttctcag
ttgaaattat
caggctecate
aattcaaacg
aatataagat
aataggcaaa
ttttgeette
gggaagaagg
acattcctca
tcatggatca
ggcacaaatt
atccecgatgg
actgtgcaat
caactgaatg
atggaattcc

aaaatttcaa
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acatgacgca
gtttecattgg
ttcactctaa
tgttaacaaa
tggtattace
aatgcaatat
tggeectttte
agaaatttta
accaaaactg
aagcaattcet
ataagaggta
aaccatataa
taggetgaga
tcagceccaga
tcaattgtge
tctcaaataa
ttctgtecta
gtttecagaca
tttctaactt
ttttaaggac
aaaggatttt
aaaaagttgce
gagctatcgg
gggaccctgg

gtgttcagaa

tacagaatca
cttgectgaa
ccagccgagg
taaaacatge
catccaaggt
atgtcagcegt

gtgcaaggac

tacctgtatt
gtaggaaaca
ttttagtgcece
acacaagctg
tgtagatgta
ctaattgttg
taatgtgtta
agtgaagata
ggatcactaa
gttetttatt
gcatttgtta
ggtgtaagat
gaagctaaat
tttaactgga
agaaaaaagqg
gtaatgcaag
agtggccttg
acttcgatte
gatggtgaat
agatgaaaat
tctaccttea
atgctcttat
ggtaaagacc
tgtttcacaa
gttgaatgca
ggcaagattt
agatatcceg
ccatggtget
gctgacaata
caaggagaag
tgggattcte

ctacgagaaa

24

tgttttgtgt
catttgaatg
atttagaact
aatattaaaa
tattctttat
agtccaatat
aaatacttta
atgtgttgca
gctccagtceca
aggacacagt
agtgtcaatt
gttaaaggtt
tacttactgg
ttctgggetce
gggctattta
aaatagtgag
ctcaatcacc
agttctagaa
atggaaatte
gacagaattt
gcaaaaacat
actgtaatga
tacaggaaaa
gcaatccaga
tgacctgcaa
gtcagegetg
acaagggcett
atactcttga
ctatgaatga
gctacagggg
agtatcctca

attactgeceg

cacaacatga
gtatttacta
caaggtctca
atgtaactgg
tatgatcettt
cacaagcagt
tgetggtaat
gttactgcac
gtcaaaatga
agatacagac
actctattat
atggttacac
ggtctcacag
tttattcatg
taagaaaagce
atttcaaaat
tgctatcttt
tgtttgacte
agctaaatgg
taaggtaaaa
acccactaat
ttatcatttt
ctactgtcga
ggtacgctac
tggggagagt
ggatcatcag
tgatgataat
ccctecacacce
cactgatgtt
cactgtcaat
cgagcatgac

aaatccagat

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000
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gggtctgaat

caaattccaa
tatatgggca
atggaagact
tactgececgaa
attcecttggg
aatttagacc
attccaacac
tgecggaggat
cgagacttga
gagaaatgca
ctggttttaa
ttacctaatt
tacactggat
aatgagaaat
gctggggetg
tgtgagcaac
attccaaatce

attattttaa

<210> 8
<211> 89
<212> PRT

caccctggtg
actgtgatat
acttatcceca
tacatcgtca
atccagatga
attattgece
atccecgtaat
gaacaaacat
cattgataaa
aagattatga
aacaggttct
tgaagcettge
atggatgcac
tgatcaacta
gcagccagca
aaaagattgg
ataaaatgag

gtcctggtat

catataaggt
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ttttaccact
gtcacatgga
aacaagatct
tatecttetgg
tgatgctcat
tatttectegt
atecttgtgee
aggatggatg
ggagagttgg
agcttggett
caatgtttce
caggcctget
aattcctgaa
tgatggecta
tecatecgaggg
atcaggacca
aatggttett
ttttgtecga

accacagtca

gatccaaaca
caagattgtt
ggactaacat
gaaccagatg
ggaccctggt
tgtgaaggtg
aaaacgaaac
gttagtttga
gttecttactg
ggaattcatg
cagctggtat
gtecctggatg
aagaccagtt
ttacgagtgg
aaggtgactc
tgtgaggggg

ggtgtcattg
gtagcatatt

tag

<213> Secuencia de aminoacidos de SDF-1 alfa

<400> 8

25

tcegagttgg
atcgtgggaa
gttcaatgtg
caagtaagct
gctacacggg
ataccacacc
aattgecgagt
gatacagaaa
cacgacagtg
atgtccacgg
atggcecctga
attttgttag
gcagtgttta
cacatctcta
tgaatgagte
attatggtgg
ttectggteg

atgcaaaatg

ctactgctcce
tggcaaaaat
ggacaagaac
gaatgagaat
aaatccacte
tacaatagte
tgtaaatggg
taaacatate
tttececttet
aagaggagat
aggatcagat
tacgattgat
tggctgggge
tataatggga
tgaaatatgt
cccacttgtt
tggatgtgee

gatacacaaa

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7113



Met

Cys

Arg

Ile

Asn

65

Glu

Asn

Leu

Phe

Leu

50

Asn

Tyr

Ala

Ser

Phe

35

Asn

Asn

Leu

Lys

Asp

20

Glu

Thr

Arg

Glu

Val

Gly

Ser

Pro

Gln

Lys
85
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Val

Lys

His

Asn

Val

70

Ala

Val

Pro

Val

Cys

55

Cys

Leu

Val

Val

Ala

40

Ala

Ile

Asn

26

Leu Val
10

Ser Leu

25

Arg Ala

Leu Gln

Asp Pro

Lys

Leu

Ser

Asn

Ile

Lys
75

Val

Tyr

Val

Val

60

Leu

Leu

Arg

Lys

45

Ala

Lys

Thr

Cys

30

His

Arg

Trp

Ala

15

Pro

Leu

Leu

Ile

Leu

Cys

Lys

Lys

Gln
80



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 822924 T3

REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica para utilizar en la prevencion o tratamiento de una enfermedad arterial periférica
(EAP), la composiciéon farmacéutica que comprende: como principios activos, (a) un factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF) o una isoforma del mismo y un factor 1a derivado de células del estroma (SDF-1a); o (b) un
polinucledtido que codifica HGF o una isoforma del mismo y un polinucleétido que codifica SDF-1a.

2. La composicion para utilizar de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el HGF comprende la secuencia de
aminoécidos de la SEQ ID NO: 1.

3. La composicion para utilizar de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en donde la isoforma del HGF comprende el
HGF de longitud completa (fIHGF) y el HGF variante suprimido (dHGF).

4. La composicién para utilizar de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde el HGF de longitud completa comprende
la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 2 y el HGF variante suprimido comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 3.

5. La composicion para utilizar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde SDF-1a comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 8.

6. La composicion para utilizar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el polinucleétido que
codifica HGF comprende una secuencia que se corresponde con los exones 1 a 4 del gen HGF humano, el intrén 4
del gen HGF humano o una secuencia de fragmentos del mismo y una secuencia que se corresponde con los exones
5 a 18 del gen HGF humano.

7. La composicion para utilizar de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde el polinucle6tido que codifica HGF incluye
la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 5.

8. La composicion para utilizar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el polinucleétido que
codifica SDF-1a comprende la secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO: 6.

9. La composicién para utilizar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde la enfermedad
arterial periférica es la enfermedad isquémica de las extremidades.

10. La composicién para utilizar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde cada uno de los
polinucledtidos es ADN desnudo o un nucleétido contenido en un sistema de suministro de genes.

11. La composicion para utilizar de acuerdo con la reivindicacién 10, en donde el sistema de suministro de genes es
un vector.

12. La composicién para utilizar de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde el vector es un plasmido.

13. La composicion para utilizar de acuerdo con la reivindicacion 12, en donde el plasmido es pCK.
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FIG. 1
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FIG. 2a
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FIG. 2b
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Puntuacion de la apariencia
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FIG. 3
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