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TRADUCCION FICIAL No. 04-166

Efectuada el dia 13 de abril de 2004, de un documento escrito
en Inglés, al cual para su Identificacién se le estampa el
sello de Maria del Pilar Iglesias, Traductora e Intérprete
Oficial por Resolucién No. 819 de abril de 1971 expedida por
el Ministerio de Justicia de la Republica de Colombia.

CESION

PC32191/700124

Co-1

Por contraprestacién onerosa recibida por mi de EYETECH
PHARMACEUTICALS, sociedad constituida y existente conforme a
las leyes del Estado de Delaware, Estados Unidos de América,
domiciliada en 500 Seventh Avenue, 18th Floor, New York, NY
10018, Estados Unidos de América, por el presente vendo y
cedo a la mencionada EYETECH PHARMACEUTICALS, todo mi
derecho, titulo e interés en mi invento para una nueva y util
Mejora en METODOS PARA EL TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES
NECVASCUALRES OCULARES en cuanto respecta a la Repiblica de
Colombia, tan ampliamente como se describe en las
especificaciones, y por el presente autorizo y solicito al
Comisario de Patentes de Colombia que expida dicha patente a

EYETECH PHARMACEUTICALS de conformidad con esta Cesién.

En fe de lo cual firmo este documento de mi pufio y letra,
(Fdo.) David R. Guyer, en New York, New York, el 3/25/04
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Certificado, Verificado y Autenticado en la ciudad de Egham

en Surrey a los 31 dias del mes de marzo de 2004.

{Fdo) Kenneth Greenwood, Notario Pdblico (Sello Oficial)
APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de octubre dea 1961)
1. Pais: Reino Unido de Gran Bretafia e Irlanda del Norte

El presente documento piblico

2. Fue firmado por Kenneth Greenwood
3. Que actud en su calidad de Notario Puiblico
4. Lleva el sello del mencionado Notario Puiblico

Se certificéd

5. En Londres 6. El 01 de abril de 2004

7. Por parte del Principal Secretario de Estado de Su
Majestad para Asuntos Extranjeros y de la Mancomunidad.

8. Bajo el NGmero G385237

9. Sello de la Oficina de Asuntos Extranjeros y de la
Mancomunidad

10. Firmado por J. Ireland, Secretario de Estado

Es traduccidén fiel y completa efgctuada por:

C.C. 41.339.183 de Bogoté Maria del Pilar Iglalas
C. £ 41.339.183 de Bozotd

aorprete 0i..... ;2o es teciaa Mo, 819

§ do Sl ge Luildan i Lo de Justicr
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For valuable consideration paid to me (us) by EYETECH PHARMACEUTICALS a corporation organized

ASSIGNMENT

under the laws of the State of Delaware, United States of Ameriea whose full post office address is 500
Seventh Avenue, 18th Floor, New York, NY 10018, United States of America, I (we) do hereby sell and
assign 1o the said EYETECH PHARMACEUTICALS, all my (our) right, title and interest in and to my (our)
invention for a new and useful Improvement in METHODS FOR TREATING OCULAR NEOVASCULAR
DISEASES so far as the Republic of Colombia is concemed, as fully set forth and described in the specification,

and I (we) do hereby authorize and request the Commissioner of Patents of Colombia to issue said patent to the

said EYETECH PHARMACEUTICALS in accordance with this assignment.

EXECUTION
Cenified Veriiied and Authenticated

In The Town Of Egham InSurrey
This N’WT /%,/ Zizy
KENNETH GREENWOOD

NOTARY PUBLIC
HORNE ENGALL AND FREEMAN

2595 ~
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APOSTILLE
(Hague Convention of § October 1961 / Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTIIERN IRELAND
1. Country. United Kingdom of Grest Britain snd Northemn Ircland
Puys: Roysume-Uni de Grende-Bretagne et d’irffande du Nord
This public docament / Le présent acte public

2. Hss been signed by K Greemwood

w ¢t signé per
3. Acting inthe capacityof Notary Public

MMMN&
4. Bears the sealistemp of  The Sald Notary Public

cat revitu du scemtimbre de

Certificd/Attesté

5. at London/l Landres 6. the/ic 01 April 2004

7. by Her Majesty’s Principal Sceretary of State for Foreign and Commonwealth Affiirs /
par le Scerétgire d'Etat Principal de Sa Majesté aux Affpires Etrangires ¢t du Commanwealth.

E. Numberfsous No G385237

2. Stumnp: 10. Signature: J. Ireland

Far the Secraxry of Siote / Pour ke Syeriiive d'Eiat

If this document is to be used in a country which is not party to the Hague Convention of 5 October 1961,
it should be presented to the consular section of the mission representing that country.
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METHODS FOR TREATING OCULAR NEQVASCULAR DISEASES

Field of the Invention

The invention relates to methods for treating ocular neovascularization

using agents that inhibit VEGF.
10
Background of the Invention

Angiogenesis, or abnormal blood vessel growth, has been implicated as an
important cau;le o-f'];athological states in many areas of medicine, including
ophthalmology, cancer, and rheumatology. For example, the exudative or

15 neovasculer form of age-related macular degeneration (AMD) is a leading cause
of blindness in the elderly. There is currently no standard and effective therapy
for the treatment of exudative ADM in most patients. Thermal laser
photocoagulation and photodynamic therapy (PDT) have been shown to be
beneficial for subgroups of such patients. However, only a fraction of eyes meet

20 the eligibility criteria for such therapeutic interventions and those treated have a
high recurrence rate.

Recent pre-clinjcal studies have suggested that pharmacological
intervention or anti-angiogenesis therapy may be useful to treat various forms of
ocular neovascularization, such ag choroidal neovascularization (CNV). Much of

25 this wark has focused on blocking vascular endothelial growth factor (VEGF),
which has been implicated in the pathogenesis of CNV secondary to AMD and
the pathogenesis of diabetic retimopathy. VEGF is an imimrumt cytokine growth
factor involved in angiogenesis and appears to play a critical role in the
development of ocular neovascularization. Human studies have shown that high

30 concentrations of VEGF are present in the vitreous in angiogenic retinal disorders

but not in inactive or non-neovascularization discase states. Excised human CNV
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after experimental submacular surgery have also shown high VEGF levels. Other

studies have shown regression or prevention of neovascularization in multiple
vasoular beds in several animal models, using various types of anti-VEGF agents,
including antibody fragments. Thus, anti-VEGF therapy is 8 promising new

5 treatment for AMD, diabetic retinopathy, and related disorders.

In addition to a potential anti-angiogenic effect, anti-VEGF therapy may
be useful as an anti-permesbility agent VEGF was initially referred to as
vascular permeability factor due to its potent ability to induce leakage from blood
vessels. Recent research has shown that VEGF may be important in causing

10  vessel leaknge in diabetic retinopathy and that the diabetes-induced blood-retinal
barrier breakdown can be dose-dependently inhibited with anti-VEGF therapy.
Anti-VEGF therapy may, therefore, represent a two-pronglattacl: onCNV viaits —
anti-angiogenic and anti-permeability properties.

Existing methods for treating ocular neovascular disease are in need of

15 improvement in their sbility to inhibit or eliminate various forms of
neovascularization, including choroidal neovascularization secondary to AMD
end diabetic retinopathy. Furthermore, there is a continuing and significant need
to identify new therapies to treat ocular neovascularization. The preseat
invention fulfills these needs and further provides ofher rclated advantages.

Summary of the Invegtion
We have conducted clinical trials of an anti-VEGF aptamer with and
without photodynamic therapy in patients with subfoveal choroidel
neovascularization secondary to age-related macular degeneration to determine
25  the safety profile of multiple injection therapy. Wo found that anti-VEGF therapy
with or without photodynamic therapy (PDT) was both safe and effective in
treating patients suffering from AMD and related disorders. Most patients
receiving the anti-VEGF aptamer exhibited stable or improved vision three
months after treatment. Those receiving anti-VEGF therapy in combination with
30 PDT exhibited the most dramatic improvement in vision, Thus, anti-VEGF

therapy, either alone or in conjunction with angiogenic therapies, is clearly a
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promising treatment for various forms of ocular neovascularization, including
AMD and diabetic retinopathy.

Accordingly, the present invention features a method for treating & patient
suffering from an ocular neovascular discase, which method includes the
following steps: (a) administering to the patient an effective amount of an anti-
VEGFaptamer; and (b) providing the patient with phototherapy, such as
photodynamic therapy or thermal laser photocoagulation.

In one embodiment of the invention, the photodynamic therapy (PDT)
includes the steps of: (i) delivering a photosensitizer to the eye tissue of a patient;
and (ii) exposing the photosensitizer to light having a wavelength absorbed by the
photosensitizer for a time and at an intensity sufTicient to inhibit
neovascularization in the patient’s eye tissue. A variety of photosensitizers may
be used, including but not limited to, benzoporphyrin derivatives (BPD),
monoaspartyl chlorin e§, zinc phthalocyanine, tin etiopurpurin, tetrahydroxy
tetraphenylporphyrin, and porfimer sodium (PHOTOFRIN®), and green
porphyrins.

In a related aspect, the present invention provides a method for treating an
ocular neovascular disease in a patient, which method involves administering to
the patient: (a) an effective amount of an anti-VEGF aptamer; and (b) a second
compound capable of diminishing or preventing the development of unwanted
neavasculature. The anti-VEGF agents or other compounds that may be
combified with anti-VEGF aptamers include, but are not limited to: antibodies or
antibody fragments specific to VEGF; antibodies specific to VEGF receptors;
compounds that inhibit, regulate, and/or modulate tyrosine kinase signal
transduction; VEGF polypepides; oligonucleotides that inhibit VEGF expression
at the nucleic acid level, for example antisense RNAS; retinoids; growth factor-
containing compogitions; antibodies that bind to collagens; and various organic
compounds and other agents with angiogenesis inhibiting activity.

In a preferred embodiment of the invention, the anti-VEGF agent is a
nucleic acid ligand to vascular endothelial growth factor (VEGF). The VEGF
nucleic acid ligand may include ribonucleic acid, deoxyribonucleic acid, and/or

PCT/US02/35986 \\/"\0
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modified nucleotides. In particullrl_y preferred embodiments, the VEGF nucleic
acid ligand includes 2'F-modified nucleotides, 2°-O-methyl (2°-OMe) modified
nucleotides, and/or a polyaikylene glycol, such as polyethylene glycol (PEG). In
some embodimeants, the VEGF nucleic acid ligand is modified with a moiety, for
example a phosphorothioate, that decreases the activity of endonucleases or
exonucleases on the nucleic acid ligand relative to the unmodified nucleic acid
ligand, without adversely affecting the binding affinity of the ligand.

In yet another aspect, the invention provides a method for treating an
ocular neovascular disease in a patient, which method involves the steps of: (a)
administering to the patient an effective amount of an agent that inhibits the
development of ocular neovascularization, for example, an anti-VEGFaptamer;
and (b) providing the patient with a therapy that destroys abnormal blood vessels
in the eye, for example PDT.

The anti-VEGF aptamer may be administer intraocullary by injection into
the eye. Alternatively, the aptamer may be delivered using an intraocular
implant.

The methods of the invention can be used to treat a variety of neovascular
diseases, including but not limited to, ischemic retinopathy, intraocular
neovascularization, age-related macular degeneration, corneal neovascularization,
retinal neovascularization, choroidal neovascularization, diabetic macular edema,
diabetic retina ischemia, diabetic retinal edema, and proliferative disbetic
retinopathy.

Other advantages and features of the present invention will be apparent
from the following detailed description thereof and from the claims.

Definitions
By “ocular neovascular disease” is meant a diseage characterized by oculer
neovascularization, i.e. the development of abnormal blood vessels in the eye of a
patient.
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By “patient” is meant any animal having ocular tissue that may be subject
to neovescularization. Preferably, the animal is @ mammal, which includes, but is
not limited to, humans and other primates. The term also includes domesticated
animals, such as cows, hogs, sheep, horses, dogs, and cats.

By “phototherapy” is meant any process or procedure in which a patient is
expozed to a specific dose of light of a particular wavelength, including laser
light, in order to treat a disease or other medical condition.

By “photodynamic therapy” or “PDT" is meant any form of phototherapy
that uses a light-activated drug or compound, referred to herein as a
photosensitizer, to treat a disease or other medical condition characterized by
rapidly growing tissue, including the formation of abnormal blood vessels (i.c.,
angiogenesis). Typically, PDT is a two-stcp process that involves local or
systemic administration of the photosensitizer to a patient followed by activation
of the photosensitizer by irradiation with a specific dose of light of a particular
wavelength.

By “anti-VEGF agent” is meant a compound that inhibits the activity or
production of vascular endothelial growth factor (“VEGF™).

By “photosensitizer” or “photoactive agent” is meant a light-absorbing
drug or other compound that upon exposure to light of a particular wavelength
becomes activated thereby promoting a desired physiological event, e.g., the
impairment or destruction of unwanted cells or tissue.

By “thermal laser photocoagulation™ is meant a form of photo-therapy in
which laser light rays are directed into the cye of a patient in order to cauterize
abnormal blood vessels in the eye to seal them from further leakage.

By “effective amount” is meant an amount sufficient to treat a symptom of
an ocular neovascular disease. ;

The term “light” as used herein includes all wavelengths of
electromagnetic radiation, including visible light. Preferably, the radiation
wavclength is selected to metch the wavelength(s) that excite(s) the
photosensitizer. Bven more preferably, the radiation wavelength matches the
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excitation wavelength of the photosensitizer and has low absorption by non-target
tissues.

Brief iption of the Drawi
FIGURE 1 is the chemical structure of the anti-VEGF agent NX1838.

Detailed Description

VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) is an important stimulus for
the growth of new blood vessels in the eye. We have discovered that enti-VEGF
therapy provides a safe and effective treatment for neovascular disease, cspecially
when combined with a secondary therapy that is able to reduce or climinate
'ocular neovasculerization, such as, for example, photodynamic therapy (PDT).
We found that the combination of these therapies is far superior at treating
conditions characterized by the development of unwanted neovasculature in the
eye than most conventional treatments, including the use of either of these
therapies alone.

Accordingly, the present invention provides a method of treating an ocular
neovascular disecase which involves administering to a patient an anti-VEGF
agent and treating the patient with phototherapy (e.g., PDT) or with other
therapies, such as photocoagulation, that destroy abnormal blood vessels in the
eye. This method can be used to treat a number of ophthamalogical diseases and
disorders marked by the development of ocular neovascularization, including but
not limited to, ischemic retinopathy, intraocular ncovascularization, age-related
macular degeneration, corneal neovascularization, retinal neovascularization,
choroidal neovascularization, diabetic macular cdema, diabetic retina ischemia,
diabetic retinal edema, and proliferative diabetic retinopathy.

Anti-
A variety of enti-VEGF therapics that inhibit the activity or production
of VEGF, including aptamers and VEGF antibodies, are available and can be

A\ b&
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used in the methods of the present invention. The preferred anti-VEGF agents
are nucleic acid ligands of VEGF, such as those described in U.S. Patent Nos.
6,168,778 B1; 6,147,204; 6,051,698; 6,011,020; 5,958,691; 5,817,785;
5,811,533; 5,696,249; 5, 683,867; 5,670,637; and 5,475,096. A particularly

s  preferred anti-VEGF agent is EYEQO! (previously referred to as NX1838),
which is a modified, pegylated aptamer that binds with high affinity to the
major soluble human VEGF isoform and has the general structure shown in
FIGURE 1 (described in U.S. Patent No. 6,168,788; Journal of Biological
Chemistry, Vol. 273(32): 20556-20567 (1998); and In Vitro Cell Dev. Biol.-

10 Animal Vol. 35:533-542 (1999)).

Altemnatively, the anti-VEGF agents may be, for example, VEGF
antibodies or antibody fragments, such as those described in U.S. Patent Nos. -
6,100,071; 5,730,977; and WO 98/45331. Other suitable anti-VEGF agents or
compounds that may be used in combination with anti-VEGF agents according to

15 the present invention include, but are not limited to, antibodies specific to VEGF
receptors (e.g., U.S. Patent Nos. 5,955,311; 5,874,542; and 5,840,301);
compounds that inhibit, regulate, and/or modulate tyrosine kinasc signal
transduction (e.g., U.S. Patent No. 6,313,138 B1); VEGF polypepides (e.z., U.S.
Patent No. 6,270,933 B1 and WO 99/47677), oligonucleotides that inhibit VEGF

20 expression at the nucleic acid level, for example antisense RNAs (e.g., U.S.
Patent Nos. 5,710,136; 5,661,135; 5,641,756; 5,639,872; and 5,639,736);
retinoids (e.g,, U.S. Patent No. 6,001,885); growth factor-containing
compositions (e.g., U.S. Patent No. 5,919,459); antibodies that bind to collagens
(e.g., WO 00/40597); and various organic compounds and other agents with

25 angiogenesis inhibiting activity (U.S. Patent Nos. 6,297,238 B1; 6,258,812 B1;
and 6,114,320).

Administration of Anti-VEGF Agents

Once a patient has been diagnosed with a neovascular disorder of the eye,
the patient is treated by administration of an anti-VEGF agent in order to block

30 the negative effects of VEGF, thereby alleviating the symptoms associated with
the neovascularization. As discussed above, a wide variety of anti-VEGF agents

-7-
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are known in the art and may be used in the present invention. Methods for
preparing these anti-VEGF agents are also well-known and many are
commercially available medications.

The anti-VEGF agents can be administered systemically, e.g. orally or by

5 IM or IV injection, in admixture with a pharmaceutically acceptable carrier
adapted for the route of administration. A variety of physiologically acceptable
carriers can be used to administer the anti-VEGF agents and their formulations
are known to those skilled in the ert and are described, for example, in
Remington’s Pharmaceutical Sciences, (18™ edition), ed, A, Gerinaro, 1990,

10 Mack Publishing Company, Easton, PA and Pollock et al.

The anti-VEGF agents are preferably administered parenterally (e.g., by
intramuscular, intraperitoneal, intravenous, intraocular, intravitreal.-or
subcutaneous injection or implant). Formulations for parenteral administration
include sterilo aqueous or non-aqueous solutions, suspensions, or emulsions. A

)5  variety of agucous carriers can be used, e.g., water, buffered water, saline, and the
like. Examples of other suitable vehicles include polypropylene glycol,
polyethylene glycol, vegetable oils, gelatin, hydrogenated naphalenes, and
injectable organic esters, such as ethyl oleate. Such formulations may also
contain auxillary substances, such as preserving, wetting, buffering, emulsifying,

20  and/or dispersing agents. Biocompatible, biodegradable lactide polymer,
Iactide/glycolide copolymer, or polyoxyethylene-polyoxypropylene copolymers
may be used to control the release of the active ingredients.

Alternatively, the anti-VEGF agents can be administered by oral ingestion.
Compositions intended for oral use can be prepared in solid or liquid forms,

25  according to any method known to the art for the manufacture of pharmaceutical
compositions. The compositions may optionally contain sweetening, flavoring,
coloring, perfuming, and preserving agents in order to provide a more palatable
preparation.

Solid dosage forms for oral administration include capsules, tablets, pills,

30 powdems, and granules. Gencrally, these pharmaceutical preparations contain
active ingredient admixed with non-toxic pharmaceutically acceptable excipients.
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These may include, for example, inert diluents, such as calcium carbonate,
sodium carbonate, lactose, sucrose, glucose, mannitol, cellulose, starch, calcium
phosphate, sodium phosphate, kaolin and the like. Binding agents, buffering
agents, and/or lubricating agents (c.g., magnesium stearatc) may also be used.
Tablets and pills can additionally be prepared with enteric coatings.

Liquid dosage forms for oral administration include pharmaceutically
acceptable emulsions, solutions, suspensions, syrups, and soft gelatin capsules.
These forms contain inert diluents commonly used in the art, such as water or an
oil medium, and can also include adjuvants, such as wetting agents, emulsifying
agents, and suspending agents. )

The anti-VEGF agents can also be administered topically, for example, by
patch or by direct application to the eye, or by iontophoresis.

The anti-VEGF agents may be provided in sustained release compositions,
such as those described in, for example, U.S. Patent Nos. 5,672,659 and
5,595,760. The use of immediate or sustained release compositions depends on
the nature of the condition being treated. If the condition consists of an acute or
over-acute disorder, treatment with an immediate release form will be preferred
over a prolonged relcase composition. Altematively, for certain preventative or
long-term treatments, a sustained released composition may be appropriate.

The anti-VEGF agent may aiso be delivered using an intraocular implant.
Such implants may be biodegradable and/or biocompatible implants, or may be
non-biodegradable implants. The implants may be permeable or impermeable to
the active agent, and may be inserted into a chamber of the eye, such as the
anterior or posterior chambers or may be impianted in the schelra, transchoroidal
space, or an avascularized region exterior to the vitreous. In a preferred
embodiment, the implant may be positioned over an avascular region, such &s on
the sclers, so as to allow for transcleral diffusion of the drug to the desired site of
treatment, e.g. the intraocular space and macula of the eye. Furthermore, the site
of transcleral diffusion is preferably in proximity to the macula.
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Examples of implants for delivery of an anti-VEGF agent include, but are
not limited to, the devices described in U.S. Patent Nos. 3,416,530; 3,828,777;
4,014,335; 4,300,557; 4,327,725; 4,853,224; 4,946,450, 4,997,652; 5,147,647,
5,164,188; 5,178,635; 5,300,114; 5,322,691; 5,403,901, 5,443,505; 5,466,466;
5,476,511; 5,516,522; 5,632,984; 5,679,666; 5,710,165; 5,725,493, 5,743,274;
5,766,242; 5,766,619; 5,770,592; 5773,019; 5,824,072; 5,824,073; 5,830,173;
5,836,935; 5,869,079, 5,902,598; 5,904,144; 5,916,584; 6,001,386; 6,074,661;
6,110,485; 6,126,687; 6,146,366; 6,251,090; and 6,299,895, and in WO 01/30323
and WO 01/28474, all of which are incorporated herein by reference.

Dosage

'The amount of active ingredient that is combined with the carier materials
to produce a gingle dosage will vary depending upon the subject being treated and
the particular mode of administration. Generally, the anti-VEGF agent should be
administered in an amount sufficient to reduce or climinate a symptom of an
ocular neovascular disease.

Dosage levels on the order of about 1 pg/kg to 100 mg/kg of body weight
pex administration are useful in the treatment of the above mentioned neovascular
disorders. When administered directly to the eye, the preferred dosage range is
about 0.3 mg to about 3 mg per eye. The dosage may be administered as a single
dose or divided into multiple doses. In general, the desired dosage should be
administered at set intervals for a prolonged period, usually at least over several
weeks, although longer periods of administration of several months or more may
be needed.

One skilled in the art will appreciate that the exact individual dosages may
be adjusted somewhat depending on a variety of factors, including the specific
anti-VEGF agent being edministered, the time of administration, the route of
administration, the nature of the formulation, the rate of excretion, the particular
disorder being treated, the severity of the disorder, and the age, weight, health,
and gender of the patient. Wide variations in the needed dosage are to be
expected in view of the differing efficiencies of the various routes of

administration. For instance, oral administration generally would be expected to

-10-
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require higher dosage levels than administration by intravenous or intravitreal

injection. Variations in these dosage levels can be adjusted using standard

empirical routines for optimization, which are well-known in the art. The precise

therapeutically effective dosage levels and patterns are preferably determined by
5 the attending physician in consideration of the above identified factors.

In addition to treating pre-existing neovascular diseases, anti-VEGF agents
can be administered prophylactically in order to prevent or slow the onset of these
disorders. In prophylactic applications, an anti-VEGF agent is administered to a
patient susceptible to or otherwise at risk of a particular neovascular disorder.

10 Apain, the precise amounts that are administered depend on various factors such
as the patient's state of health, weight, ete.

Effectiveness of Anti-VEGF Therapy

In order to assess the cffectiveness of anti-VEGF therapy to treat ocular
neovascularization, we conducted a number of studies, which are described in the

15 cxamples below, that involved-the administration of an anti-VEGF aptamer with
and without photodynamic therapy in patients suffering from subfoveal choroidal
neovascularization secondary to age-related macular degeneration. A Phase 1A
single intravitreal injection study of anti-VEGF therapy for patients with
subfoveal choroidal neovascularization (CNV) secondary to age-related macular

20 degeneration (AMD) revealed an excellent safety profile (Example 6).
Ophthalmic evaluation revealed that 80% of patients showed stable or improved
vision 3 months after treatment and that 27% of eyes demonstrated a 3-line or
greater improvement in vision on the ETDRS chart at this time period. No
significant related adverse events were reported locelly or systemically. These

25 data demonstrated that anti-VEGF therspy is a promising new avenue for the
treatment of neovescular diseases of the eye, imcluding exudative macular

" degeneration and diabetic retinopathy.

‘We also performed a Phese 1B multiple descending dose safety study of
anti-VEGF therapy using multiple intravitreal injections of the anti-VEGF

30 aptamer with or without photodynamic therapy in patients with subfoveal CNV
secondary to AMD (Example 7). The safety study-showed no significant safety
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issues related to the drug. Ophthalmic evaluation revealed that 87.5% of patients
that received the anti-VEGF aptamer alone showed stable or improved vision 3
months after treatment and that 25% of eyes demonstrated a 3-line or greater
improvement in vision on the ETDRS chart at this time period. A 60% 3-line
gain at 3 months was noted in patients that received both the anti-VEGF aptamer
end photodynamic therapy. Multiple intravitreal injections of the anti-VEGF
aptamer were very well tolerated in this Phase 1B study.

The results of this Phase 1B multiple intravitreal injection clinical study of
anti-VEGF therapy (Example 7) expand the excellent safety profile reported by
our Phase 1A single-injection study (Example 6). Specifically, the Phase 1B
study shows the intraocular and systemic safety of three consecutive anti-VEGF
aptamer intravitreal injections given monthly. No serious related adverse events
were noted. The adverse events encountered appeared to be unrelated or minor
events in some cases probably due to the intravitreal injection itgelf.

The 3-line gain cbhserved itll 25% of the aptamer only treated group at 3
months compares favorably to historical controls such as the results of the pivotal
trial of PDT (2.2%) and its controls (1.4%) at 3 months (Arch Ophthalmol 1999,
117:1329-1345) and a sham radiation control group (3%) (Ophthalmology 1999,
106;12:2239-2247) where no more than 3% of patients showed such an
improvement at this same time period.

The 25% 3-line gain at 3 months is consistent with the 26.7%
improvement rate noted in the Phase 1A study of the aptamer. It may be that the
anti-permeability effects of the drug caused resorption of subretinal fluid and,
thus improved vision in these cases. Interestingly, a recent study using an anti-
VEGF antibody fragment from Genentech also showed a 26% 3-line gain rate in
a Phase 1 clinica] trial. This antibody fragment shares the same mechanism of
blocking extracellular VEGF ss the anti-VEGF aptamer.

The stabilization or improvement rate of 87.5% observed at 3 months in
the Phase IB study also compares favorably with the 50.5% rate for the PDT-
treated patients in that pivotal trial (Arch Ophthelmol 1999, 117:1329-1345), the

,]/O

W



WO 03/39404 PCT/USO2/35986 (W@

44% rate in the PDT controls, and 48% rate in the sham radiation control group
(Ophthalmology 1999, 106;12:2239-2247).
The 60% 3-line gain at 3 months in the patients that received both the anti-
VEGF aptamer and PDT was also very encouraging. In the pivotal Phase 3 PDT
5 trial only 2.2% of patients showed such visual improvement (Arch Ophthalmol
1999, 117:1329-1345). Both of these study groups included cyes with classic
subfoveal CNV. The improvement in vision observed in these eyes is supported
by the finding that the investigators choose to re-treat with PDT at 3 months in
only 40% of cases compared to the 93% re-treatment rate reported in the pivotal
io  PDT trial (Arch Ophthalmol 1999, 117:1329-1345).
In addition, numerous pre-clinical studies now show that anti-VEGF
therapy can prevent VEGF-induced neovascularization of the cornea, iris, retina,
and choroid (Arch Ophthalmol 1996, 114:66-7; Invest Ophthalmol Vis Sci 1994,
35:101). The pre-clinical studics described below in Examples 1-5 with EYE00!
15  provide cvidence that anti-VEGF therepy may be useful in decreasing vascular
permeability and ocular neovascularization. The anti-VEGF aptamer showed
great efficacy in the ROP retinal neovascularization model where 80% of retinal
ncovascularization was inhibited compared to controls (p = 0.0001). The Miles
assay model showed almost complete attenuation of VEGF mediated vascular
20 leakage following addition of EYEQQ] and the corneal angiogenesis model also
showed a zignificant reduction in neovescularization with EYEQO1. The Miles
Assay study in guinea pigs suggests that the anti-VEGF aptamer can significantly
decrease vascular permeability. This property of decreasing vascular
permeability may prove to be clinically important for decreasing fluid and edema
25  in CNV mnd diabetic macular edema. Thus, anti-VEGF therupy may act both as
an anti-permeability and/or anti-angiogenic agent.

Photodynamic Therapy (P
As discussed above, one embodiment of the method of the invention
30  involves administering an anti-VEGF agent in combination with photodynamic
therapy (PDT). PDT is a two-step process that starts with the local or systemic

-13-
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administration of a light-absorbing photosensitive agent, such as a porphyrin
derivative, that accumulates selectively in target tissues of the patient. Upon
irradiation with light of an activating wavelength, reactive oxygen species are
produced in eclls containing the photosensitizer, which promote cell death. For
example, in the treatment of eye diseases characterized by ocular
neovascularization, a photosensitizer is selected that accurnulates in the
neovasculature of the eye. The patient’s eye is then exposed to light of an
appropriate wavelength, which results in the destruction of the abnormal blood
vessels, thereby improving the patient's visual acuity.

Photosensitizers ]

The photodynamic therapy according to the invention can be performed
using eny of a number of photoactive compounds. For example, the.
photosensitizer can be any chemical compound that collects in one or more types
of selected target tissues and, when exposed to light of a particular wavelength,
absarbs the light and induces impairment or destruction of the target tissues.
Virtually any chemical compound that homes to a selected target and absorbs
light may be used in this invention. Preferably, the photosensitizer is nontoxic to
the animal to which it is administered and is capable of being formulsted in a
nontoxic composition. The photoscnasitizer is also preferably nontoxic in its
photodegraded form. Ideal photosensitizers are characterized by a lack of toxicity
to cells in the absence of the photochemical effect and are readily cleared from
non-target tissues.

A comprehensive listing of photosensitizers may be found, for example, in
Kreimer-Bimbaum, Sem. Hematol 26:157-73, 1989. Photosensitive compounds
include, but are not limited to, chlorins, bacteriochlorins, phthalocyanines,
porphyrins, purpurins, merocyanines, pheophorbides, psoralens, aminolevulinic
acid (ALA), hematoporphyrin derivatives, porphycenes, porphacyanine,
expanded porphyrin-like compounds and pro-drugs such as 8-aminolevulmic
acid, which can produce drugs such as protoporphyrin. (See, e.g., photosenitizers
described in any of U.S. Pat. Nos. 5,438,071; 5,405,957; 5,198,460; 5,190,966;
5,173,504; 5,171,741; 5,166,197; 5,095,030; 5,093,349; 5,079,262; 5,028,621;

-14-
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5,002,962; 4,968,715; 4,920,143; 4,883,790; 4,866,168; and 4,649,151.)
Preferred photosensitizing agents are benzoporphyrin derivatives (BPD),
monoasparty] chlorin e6, zinc phthalocyanine, tin etiopurpurin, tetrahydroxy
tetraphenylporphyrin, and porfimer sodium (PHOTOFRIN®). A particularly

5 potent group of photosensitizers includes green porphyrins, which are described
in detail in Levy el al., U.S. Pat. No. 5,171,749,

Any of the photosensitizers described above can be used in the methods of
the invention. Of course, mixtures of two or more photoactive compounds can
also be used; howeyver, the effectiveness of the treatment depends on the

10 absorption of light by the photosensitizer so that if mixtures are used, components
with similar absorption maxima arc preferred.

The photosensitizing agents of the present invention preferably have an
absorption spectrum that is within the range of wavelengths between 350 nm and
1200 nm, preferably between about 400 and 900 nm and, most preferably,

15  between 600 and 800 nm.

The photosensitizer is formulated so as to provide an effeclive
concentration to the target ocular tissuc. The photosensitizer may be coupled to a
specific binding ligand which may bind to a specific surface component of the
target ocular tissue or, if degired, by formulation with a carrier that delivers

20  higher concentrations to the target tissue. The nature of the formulation will
depend in part on the mode of administration and on the nature of the
photosensitizer selected. Any pharmaceutically acceptablo excipient, or
combination thereof, appropriate to the particular photoactive compound may be
used. Thus, the photosensitizer may be administered as an aqueous composition,

25  8s a transmucosal or transdermal compogition, or in an oral formulation,

As previously mentioned, the method of the invention is particularly
effective to treat patients suffering from loss of visusal acuity associated with
unwanted neovasculature. Increased numbers of LDL receptors have been shown
to be associated with ncovascularization. Green porphyrins, and in particular

30 BPD-MA, strongly interact with such lipoproteins. LDL itself can be used as a
carrier for green porphyrins, or liposomal forrnulations may be used. Liposomal
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formulations are believed to deliver green porphyrins selectively to the low-
density lipoprotein component of plasma which, in turn acts as a carrier to deliver
the active ingredient more effectively to the desired site. By increasing the
partitioning of the green porphyrin into the lipoprotein phase of the blood, _
liposomal formulations can result in a more cfficient delivery of the
photasensitizer to neovasculature. Compositions of green porphyrins involving
lipocomplexes, including liposomes, are described in U.S. Pat. No. 5,214,036.
Liposomal BPD-MA for intravenous administration can be obtained from QLT
PhotoTherapeutics Inc., Vancouver, British Columbia.

The photosensitizer can be sdministered locally or systemically in any of a
wide variety of ways, for example, orally, parenterally (e.g., intravenous,
intremuscular, intraperitonesal or subcutaneous injection), topically via patches or
implants, or the compound may be placed directly in the eye. The
photosensitizing agent can be administered in a dry formulation, such as pills,
capsules, suppositories, or patches. The photosensitizing agent also may be
administered in a liquid formulation, either alone with water, or with
pharmaceutically acceptable excipients, such as are disclosed in Remington's
Pharmaceutical Sciences, supra. The liquid formulation also can be a suspension

or an emulsion. Suitable excipients for suspensions for emulsions include water,
saline, dextrose, glycerol, and the like. These compositions may contsin minor
amounts of nontoxic auxiliary substances such as wetting or emulsifying agents,
antioxidants, pH buffering agents, and the like.

The dose of photosensitizer can vary widely depending a variety of factors,
such as the type of photosensitizer; the mode of administration; the formulation in
which it is carried, such as in the form of liposomes; or whether it is coupled to a
target-specific ligand, such as an antibody or an immunclogically active
fragment. Other factors which impact the dose of photosensitizing agent include
the target cell(s) sought, the patient's weight, and the timing of the light
treatment. While various photoactive compounds require different dosage
ranges, if green porphyrins are used, a typical dosage is of the range of 0.1-50
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mg/M? (of body surface area) prefersbly from about 1-10 mg/M? and even more
prefersbly about 2-8 mg/M?,

The various parameters used for photodynamic therapy in the invention are
interrelated. Therefore, the dose should also be adjusted with respect to other
parameters, for example, fluence, iradiance, duration of the light used in
photodynamic thcrapy, and time interval between administration of the dose and
the therapeutic irradiation. All of these parameters should be adjusted to produce
significant cnhancement of visual acuity without significant damage to the eye
tissue.

Light Treatment

After the photogensitizer has been administered to the patient, the target
ocular tissue is irradiated with light st a wavelength that is absorbed by the
photosensitizer that was used. The spectra for the photosensitizers described
herein are known in the art; for any particular photoactive compound, it is a
trivial matter to ascertain the spectrum. For green porphyrins, the desired
wavelength range is generally between about 550 and 695 nm. A wavelength in
this range is especially preferred for enhanced penetration into bodily tissues.

As a result of being exposed to light, the photosensitizer enters an excited
state and is bel_ieved to interact with other compounds to form reactive
intermediates, such as singlet oxygen, which can cause disruption of cellular
structures. Possible cellular targets include the cell membrane, mitochondria,
lysosomal membranes, and the nucleus. Evidence from tumor and neovascular
models indicates that occlusion of the vasculature is a major mechanism of
photodynamic therapy, which occurs by demage to endothelial cells, with
subsequent platelet adhesion, degranulation, and thrombus formation.

The fluence during the irradiating treatment can vary widely, depending on
type of tissue, depth of target tissue, and the amount of overlying fluid or blood,
but preferably varies from about 50-200 Joules/cm?.

-17-
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The iradiance typically varies from about 150-900 mW/cm?’, with the
range between sbout 150-600 mW/cm® being preferred. However, the use of
higher irradiances may be selected as effective and having the advantage of
shortening treatment times.

The optimum time following photoactive agent administration until light
treatment can also vary widely depending on the mode of administration, the
form of administration, and the specific ocular tissue being targeted. Typical
times after administration of the photoactive agent range from about 1 minute to
about 2 hours, preferably about 5-30 minutes, and more preferably about 10-25
minutes.

The duration of radiation exposure is preferably between about 1 and 30
minutes, depending on the power of the radiation source. The duration of light
irradiation also depends on the fluence desired. For example, for an irradiance of
600 mW/cm’ , a fluence of 50 J/em’ requires 90 seconds of irradiation; 150 J/om?
requires 270 seconds of irradiation.

The radiation is further defined by its intensity, duration, and timing with
respect to dosing with the photosensitive agent (post injection interval). The
intensity must be sufficient for the radiation to penctrate skin and/or to reach the
target tissues to be treated. The duration must be sufficient to photoactivate
enough photosensitive agent to act on the target tissues. Both intensity and
duration must be limited to avoid overtreating the patient. The post injection
interval before light application is important, because in general the sooner light.
is applied after the photosensitive agent is administered, 1) the lower is the
required amount of light and 2) the lower is the effective amount of
photosensitive agent. -

Clinical examination and fundus photopraphy typically reveal no color
change immediately following photodynamic therapy, although a mild retinal
whitening occurs in some cases after about 24 hours, Closure of choroidal
neovascularization is preferably confirmed histologically by the observation of
damage to endothelial cells. Observations to detect vacuolated cytoplasm and

«18-
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abnormal nuclei associated with disruption of neovascular tissue may also be
evaluated.

In general, effects of the photodynamic therapy as regards reduction of
neovascularization ¢can be performed using standard fluorescein angiographic
techniques at specified periods after treatment. The effectiveness of PDT may
also be determined through a clinical evaluation of visual acuity, using means
standard in the art, such as conventional cye charts in which visual acuity is
evaluated by the ability to discem letters of a certain size, usually with five letters

on a line of given size.

therapies eating neovascular disease

In addition to PDT, there are a number of other therapies for treating
neovascular disease which may be used in combination with anti-VEGF
therapies. For example, a form of photo-therapy known as Thermal Laser
Photocoagulation is a standard ophthalmic procedure for the treatment of a range
of eye disorders, including retinal vascular problems (c.g. diabetic retinopathy),
choroidal vascular problems and macular lesions (e.g. senile macular
degeneration). This procedure involves the usc of laser light to cauterize
abnormal blood vessels in the eye of a patient in order to seal them from further
leakage. (See, e.g. Arch. Ophthalmol. 1991, 109:1109-1114). Altematively,
compounds capable of diminishing or preventing the development of unwanted
neovasculature, including other anti-VEGF agents, anti-angiogenesis agents, or
other agents that inhibit the development of ocular neovascularization may be
used in combination with anti-VEGF therapy.

The features and other details of the invention will now be more
particularly described and pointed out in the following examples describing
preferred techniques and experimental results. These examples are provided for
the purpose of illustrating the invention and should not be construed as limiting.
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EXAMPLES
In the following Examples, the anti-VEGF pegylated aptamer EYEQ01

was used. As discussed above, this aptamer is a polyethylene glycol (PEG)-

conjugated oligonucleotide that binds to the major soluble human VEGF isoform,
VEGF, ¢, with high specificity and affinity. The aptamer binds and inactivates

VEGF in a manner similar to that of a high-affinity antibody directed towards

VEGF. Examples 1-5 report the pre-clinical results of studies with the anti-

VEGF sptamer in various models of ocular neovascularization, Example 6 reports

the clinical phase IA safety results in humans with exudative AMD, and BExample

7 reports the clinical phase IB resuits. Generally, dosages and concentrations are

expressed as the oligonucleotide weight.of EYE001 (INX1838) only and are based —
on an approximate extinction coefficient for the aptamer of 37ug/mL/A;¢ unit.

Example I: Cutaneous Vascular Permeabili gay (Mil

One of the biological activities of VEGF is to increase vascular
permeability through specific binding to receptors on vascular endothelial cells.
The intexaction results in relaxation of the tight endothelial junctions with
subsequent leakage of vascular fluid. Vascular leakage induced by VEGF can be
measured in-vivo by following the leakage of Evans Blue Dye from the
vasculature of the guinea pig as a consequence of an intradermal injection of
VEGF (Dvorek HF, Brown LF, Detmar M, Dvorak AM. Vascular Permeability
Factor/Vascular Endothelial Growth Factor, Microvascular Hyperpermeability,
and Angiogenesis. Am J Pathol. 1995, 146:1029.) Similarly, the assay can be
used to measure the ability of a compound to block this biological activity of
VEGF. .

VEGF ¢ (20-30nM) was premixed ex-vivo with EYEQ0L (30nM to 1pM)
and subsequently administered by intradermal injection into the shaved skin on
the dorsum of guinea pigs. Thirty minutes following injection, the Evans Blue
dye leakage around the injection sites was quentified by usc of a computerized
morphometric analysis system. The data (not shown) demonstrated that VEGF-
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induced leakage of the indicator dye from the vasculature can be almost
completely inhibited by the co-administration of EYEQQ] at concentrations as
low as 100 nM.

5 le 2: Angiopenesis Assa
Methacyrate polymer pellets containing VEGF 145 (3 pmol) were implanted
into the comeal stroma of rats to induce blood vessel growth into the normeally
avascular carnea, EYEOQO] was administered intravenously to the rats at doses of
1,3, and 10mg/kg either once or twice daily for 5 days. At the end of the
10 treatment period, all of the individual corneas were photomicrographed. The
extent to which new blood vessels developed in the corneal tissue, and their
inhibition by EYEQ0], were quantified by standardized morphometric analysis of
the pholomicrographs.
The data (not shown) demonstrated that systemic treatment with EYE001
15 results in significant inhibition (65%) of VEGF-dependent angiogenesis in the
cornea when compared to treatment with phosphate buffered saline (PBS). Once
" daily treatment with 10 mg/kg was as cffective as twice daily treatment. The
3mg/kg dose had activity similar to the 10 mg/kg dose but significant eflicacy
was not evident at 1 mg/kg.

Bx c3: inoj of Prema

Even though ROP is clearly distinct from diabetic retinopathy and AMD,
the mouse model of ROP has been used to demonstrate a role for VEGF in the
abnormal retinal vascularization that occurs in this discase (Smith LE,

25  Wesolowski E, McLellan A, Kostyk SK, Amato DR, Sullivan R, D'Amore PA.
Oxygen-induced retinopathy in the mouse. Invest Ophthalmol Vis Sci.
1994,35:101.) These data provided a rationale for studying the anti-angiogenic
properties of EYEQO1 in this model.

Litters of 9, 8, 8, 7 and 7 mice, respectively, were left in room air or made

30  hyperoxic and were treated ntraperitoneally with PBS or EYE001 (1, 3, or
10 mg/kg/day). The endpoint of the assay, outgrowth of new capillaries through

21-
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the inner limiting membrane of the retina into the vitreous humor, was assessed
by microscopic identification and counting of the neavaescular buds in 20
histologic sections of cach eye from all of the treated and control mice. A
reduction in retinal neovasculature of 80% relative to the untreated control was
seen at both the 10 mg/kg and 3 mg/kg doses (p = 0.0001 for both).

Example 4: Human Tumor Xenografts
The in-vivo cfficacy of EYE001 was tested in human tumor xenografts

(A673 rhabdomyosarcoma and Wilms tumor) implanted in nude mice. In both

cases, mice were treated with 10mg/kg EYEOO! given intraperitoneally once a

day following development of established tumors (200 mg). Control groups were

treated with a sequence scrambled control aptamer (oligonucleotide). ) —
Treatment of mice with 10 mg/kg of EYEQO1 once daily inhibited A673

rhabdomyosarcoma tumor growth by 80% and Wilms tumor by 84% relative to

the control. In the Wilms tumor model, two weeks after termination of therapy,

tumnor size rebounded so vigorously in treated animals that there was no longer

any difference in tumor size compared to controls.

Example 5: Intravi inetics of i i

Rabbits were obtained and cared for in accordance with all applicable state
and federal guidelines and adhered to the “Principles of Laboratory Animal Care™
(NIH publication #85-23, revised 1985). A total of 18 male New Zealand White
rabbits were administered EYE001 by intravitreous injection. Each animal
received a dose as a bilateral injection of 0.50 mg/eye (1.0 mg/animal) in a
volume of 40 uL/eye. EDTA-Plasma and vitreons humor samples were collected
aver & 28-day period following dose administration and stored frozen (-70°C)
until aszayed. Vitreous humor from each eye was collected separately after the
animals were sacrificed by exsanguination. EYEQO1 concentrations in vitreous
humeor samples were determined by an HPLC assay method similar to that
described previously by Tucker et al. (Detection and plasma pharmacokinetics of
an anti-vascular endothelial growth factor oligonucleotide-aptamer (NX1838) in
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rhesus monkeys. J. Chromatogr, Biomed. Appl. 1999, 732:203-212) and by a
dual hybridization assay method similar to that described previously by Drolet et
al. (Pharmacokinetics and Safety of an Anti-Vascular Endothelial Growth Factor
Aptamer (NX1838) Following Injection into the Vitreous Humor of Rhesus

s Monkeys. Pharm. Res., 2000, 17:1503-1510.) The vitreous humor concentration
was calculated by averaging the resultz from both assays. EYE001
concentrations in plasma were determined only by the dual hybridization assay.

Following a single dose of EYEQQ1 es a bilateral administration of 0.50
mg/eye (1.0 mg/animal), the initial vitreous humor levels were approximately 350

10 pg/mL and decreased by an apparent first order climination process to
approximately 1.7 pg/mL by day 28. The estimated terminal half-life was 83
hours similar to the 94-hour half-life observed in rhesus monkeys (Drolet et al,,
supra). At four weeks following administration of EYE001, drug levels in the
vitreous humor (~190 nM) remained well above the K, for VEGF (200 pM)

15 suggesting that once monthly dosing in humans is appropriate, assuming that
pharmeacokinetic parameters are comparable in the rabbit and human vitreous
humor. In contrast to the high levels of EYE0O1 found in the vitreous humor, the
plasma concentrations were significantly lower and ranged from 0.092 to 0.005
pg/mL from day 1 to day 21. Plasma levels declined by an apparent first order

20 elimination process as well with an estimated terminal half-life of 84 hours. The
plasma térmiml half-life thus mimicked the vitrcous humor half-life as observed
in rhesus monkeys (Drolet et al.,, supra) and is indicative of classical flip-flop
kinetics in which the clearance from the eye is (he rate-determining step for
plasma clearance. These data are consistent with & highly stable (nuclease

25  resistant) aptamer that undergocs a slow rate of release from the vitreous humor
into the systemic circulation.

Example 6: Clinical Trial-Phage IA Study
We performed a multi-centered, open-label, dose-escalation study of a

30 single intravitreous injection of EYEQO1 in patients with subfoveal CNV
secondary (o age-related macular degeneration and with a visual acuity worse
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than 20/200 on the ETDRS chart. The starting dose was 0.25mg injected once
intravitreously. Dosages of 0.5, 1, 2 and 3mg were also tested. Complete
ophthalmic examination with fundus photography and fluorescein angiography
was performed. A total of 15 patients were treated.

Selection Criteria,

Patients for the study were selected using the following inclusion and
exclusion criteria:

Inclusion Criteria: Patients were required to be > 50 years and in generally
good health, have a best corrected visual acuity in the study eye worse than
20/200 on the ETDRS chart, and 20/400 or worse for at least the first patient of
cach cohort (n = 3); best corrected visual acuity in the fellow eye equal to or
better than 20/64; subfoveal CNV (classic.and/or occult CNV) of >3.5 Macular
Photocoagulation Study (MPS) disc arcas in size; clear ocular media and
adequate pupillary dilatation to permit good quality stereoscopic fundus
photography; and intraocular pressure of 22mmHg or less.

Exclusion Criteria: Exclusions included significant medir opacities,
including cataract, which might interfere with visual acuity, assessment of
toxicity, or fundus photography; presence of ocular disease, including glaucoma,
diabetic retinopathy, retinal vascular occlusion or other conditions (other than
CNV from AMD) which might significantly affect vision; presence of other
causes of CNV, including pathologic myopia (spherical equivalent of -8 diopters
or more negative), the ocular histoplasmosis syndrome, angioid streaks, choroidal
rupture and multifocal choroiditis; patients in whom additional laser treatment for
CNV might be indicated or considered; any intraocular surgery within 3 months
of study entry; blood occupying >50% of the lesion; previous vitrectomy;
previous or concomitant therapy with another investigational agent to treat AMD
except multivitamins and trace minerals; any of the following underlying
systemic diseases including uncontrolled disbetes mellitus or presence of diabetic
retinopathy; cardiac disease including myocardial infarction within 12 months
prior to study entry, and/or coronary disease associated with clinical symptoms,
and/or indications of ischemia noted on ECG; stroke (within 12 months of study

A%
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cntry); active bleeding disorders; any major surgical procedure within one month
of study entry; active peptic ulcer disease with bleeding within 6 months of study
entry; and concomitant systemic therapy with corticosteroids (e.g. oral
prednisone), or other anti-angiogenic drugs (e.g. thalidomide).

Study Medication.

The drug product was a ready-to-use sterile solution composed of EYE001
(formerly NX1838) dissolved in 10mM sodium phosphate and 0.9% sodium
chloride buffer inj'ection and presented in a sterile and pyrogen free 1 cc glass
body syringe barrel, with a coated stopper attached to a plastic plunger, and a
rubber end cap on the pre-attached 27 gauge needle. The pegylated aptamer was
supplied at active drug concentrations of 1, 2.5, 5, 10, 20 or 30mg/ml of EYE001
{expressed as oligonucleotide content) in order to provide a-100ul delivery
volume.

Patient Enroliment.

Before recruitment of patients into the study, written Institutional Review
Board (IRB) approval of the protocol, informed consent and any additional
patient informeation was obtained.

Results.

A single dose-ranging safety study was performed in 15 patients at doses
varying from 0.25 to 3.0 mg/eye without reaching dose-limiting toxicity.
Viscasity of the formulation prevented further dose escalation past 3mg.

Patients ranged in age from 64 to 92 years old. Eight males and seven females
were entered and all were Caucasian. Eleven of the fifteen patients experienced a
total of seventeen mild or moderate, adverse events including six, which were
probably or possibly related to administration of EYE0Q1: mild intreocular
inflammation, scotoma, visual distortion, hives, eye pain and fatigue. In addition,
there was one severe adverse event, which was unrelated to test drug. This was
the diagnosis of breast carcinoma in one patient, where the lump had been noted
prior to treatment.

«25-
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At 3 months after injection of EYE(QO1, 12 out of 15 (80%) eyea showed
stable or improved vision. Four patients (26.7%) had significantly improved
vision at the same time point, which was defined as a 3-line, or greater, increase
in vision on the ETDRS chart. Patients with such improved vision at 3 months
noted increases of +6, -4 and +3 lines on an ETDRS chart. No unexpected visual
safety events were noted. Eveluation of color photographs and fluorescein
angiograms revealed no signs of retinal or choroidal toxicity.

Our Phese 1A clinical study showed that single intravitreal doses of the
anti-VEGF aptamer could be administered safely up to 3mg/eye. No significant
ocular or systemic side effecta were noted,

Clinicians agree that a minimum of one-year follow-up is desirable to
evaluate any potential treatment for exudative AMD. Nevertheless, 3-month data
is available from some prospective studies and is uscful to assess both ophthalmic
safety and any potential trends of & new therapy.

Historical controls indicatc that only 1.4% (pivotal photodynamic trial)
{Arch Ophthalmol 1999, 117:1329-1345) and 3.0% (radiation study) (1999,
106;12:2239-2247) of eyes have shown significant visual improvement as defined
by a gain of 3 or more lines on an ETDRS chart at 3 months. In addition, the
PDT - treated group of the TAP study (Arch Ophthalmol 1999, 117:1329-1345)
only noted such improved vision in 2.2% of cases at 3 months. These findings
confirm our clinical impression that it is rare to see significant visual
improvement at any time frame with any type (classic, occult or mixed) of CNV
secondary to AMD,

In our study, at three months after intravitreal administration of the anti-
VEGF sptamer, 80% of eyes showed stabilized or improved vision with 26.7%
showing an increase in 3 or more lines on the ETDRS chart These visual
improvements are supported by clinical and angiographic findings in some of the
aptamer-treated patients. Stabilization of vision has always been the goal of
exudative AMD studies, so the significant visual acuity improvement (3 ETDRS
lines) seen in 26.7% of patients at 3 months with only one dose was unexpected.
Clearly, historical controls are inappropriate for comparison. In addition, the

-26-



WO 03139404 PCT/US02/35986

10

15

short follow-up period, small sample size, and different CNV type (i.c.
perceatage of classic, occult, or mixed CNV) precluded any final conclusions or
comparisons. However, it appears that the aptamer-treated eyes have certainly
gshown at least excellent visual safety at 3 months and justify further studies.

In summary, pre-clinical and early clinical results with single intravitrea)
injections of the anti-VEGF aptamer are very encouraging. The safety of single-
dose intravitreal injections of dosages up to 3mg/eye has been established.

E le 7; Clinical Trial-Phase IB Stud

We conducted a multi-center, open-label, repeat dosc Phase 1B study of
3mg/eye of EYEQO1 (anti-VEGF aptamer) in patients with subfoveal CNV
secondary to AMD with a visual acuity worse than 20/100 in the study eye and
better or equal to 20/400 in the fellow cye. If 3 or more patients experienced
Dose-Limiting Toxicity (DLT’s), the dose was reduced to 2mg and then 1mg, if
necessary. The intended number of patients to be treated was 20; 10 patients with
the anti-VEGF aptamer alone and 10 patients with both anti-VEGF therapy and
PDT. Eleven sites in the U.S. were selected for the studies.

Definition of DLT(s)

" If a patient in the study experienced any of the following DLTs, the dosage
was reduced as described above:

Ophthalmic DLT;

Photographic Evaluation.

Accelerated formation of cataract: progression of one unit defined by the
Age-Related Eye Discase Study (AREDS) Lens Opacity Grading Protocol as
adapted from the Wisconsin Cataract Grading System.

Clinical Examination. .

Clinically significant inflammation, which was severe (obscuring
visualization of the retinal vasculature) and vision threatening.

Other ocular abnormalities not usually seen in patients with AMD, such as
retinal, arterial, or venous occlusion, acute retinal detachment, and diffuse retinal
hemorrhage.

37-
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Visual acuity: doubling or worsening of the visual angle (loss of 215
Jetters); transition to no light perception (NLP) for patients whose beginning
visual acuity score is less than 15 letters unless the loss of vision is due to a
vitreous hemorrhage related to the injection procedure between Days 2 through 7,
Days 30-35, or Days 58-63.

Tonometry: increase from baseline of intraocular pressure (IOP) by
225mmHg on two separate examinations at least one day apart or a sustained
pressure of 30mmHg for more than a week despite pharmacological intervention.

Fluorescein Angiogram

Significent retinal or choroidal vascular abnormalities not seen at baseline,
such as: choroidal nonperfusion (effecting one or more quadrants) delay in
arterio-venous transit times (greater than 15 seconds); retinal arterial or venous
occlusion (any deviation from baseline); or diffuse retinal permeability alteration
effecting retinal circulation in the absence of intraocular inflammation

Systemic DLT:

Grade ITI (severe) or IV (life-threatening) toxicities, or any significant
severe toxicity deemed related to study drug by the investigator.

Selection Criteria. )

Patients for the study were selected using the following inclusion and
exclusion criteria:

Inclusion Criteria: The ophthalmic criteria included best corrected visual
acuity in the study eye worse than 207100 on the ETDRS chart, best corrected
visual acuity in the fellow eye equal to or better than 20/400, subfoveal choroidal
neovascularization with active CNV (either classic and/or occult) of less than 12
total disc areas in size secondary to age related macular degeneration, clear ocular
media and adequate pupillary dilatation to permit good quality stereoscopic
fundus photography, and intraccular pressure of 21mmHg or less. General
criteria included patients of either sex, aged 250 years; performance Status <2
according to the Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) / World Health
Organization (WHO) scale, normal electrocardiogram (ECG) or clinically non-
significant changes; women must be using an effective contraceptive, be post-
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menopausal for at least 12 months prior to study entry, or surgically sterile; if not,
a serum pregnancy test must be performed within 48 hours prior to treatment and
the result made available prior to treatment initiation, an effective form of
contraceptive should be implemented for at least 28 days following the last dose
of EYEDQ1; adequate hematological function: hemoglobin >10 g/dl; platelet
count 2150 x 10°71; WBC 24 x 10°/1; PTT within normal range of institution;
adequate renal function: serum creatinine and BUN within 2 x the upper limit of
normal (ULN) institution; adequate liver function: serum bilirubin £1.5 mg/dl;
SGOT/ALT, SGPT/AST, and alkaline phosphatase within 2 x ULN of institution;
written informed consent; and ability to return for all study visits.

Exclusion Criteria: Patients were not eligible for the study if any of the
following criteria were present in the study eye or systemically: patients
scheduled to receive, or have received any prior Photodynamic Therapy with
Visudyne; significant media opacities, including cataract, which might interfere
with visual acuity, assessment of toxicity or fundus photography; presence of
other causes of choroidal neovascularization, including pathologic myopia
(spherical equivalent of -8 diopters or more negative), the oculer histoplasmosis
syndrome, angioid streaks, choroidal rupture and multifocal choroiditis; patients
in whom additional laser treatment for choroidal neovascularization might be
indicated or considered; any intraocular surgery within 3 months of study entry;
previous vitrectomy; previous or concomitant therapy with another
investigational agent to treat AMD except multivitamins and trace minerals;
previous radiatibn to the fellow eye with photons or protons; known allergies to
the fluorescein dye used in angiography or to the components of EYE001
formulation; any of the following underlying systemic diseages including:
uncontrolled diabetes mellitus or presence of diabetic retinopathy, cardiac
disease: myocardial infarction within 12 months prior to study entry, and/or
coronary disease associated with clinical symptoms, and/or indications of
ischemia noted on ECG, impaired renal or hepatic function, stroke (within 12
months of study entry), active infection, active bleeding disorders, any major
surgical procedure within one month of study entry, active peptic ulcer discase
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with bleeding within 6 months of study entry; concomitant systemic therapy with
corticosteroids (e.g. oral prednisone), or other anti-angiogenic drugs (e.g.
thaiidomidc); previous radiation to the head and neck; any treatment with an
investigational ageat in the past 60 days for any condition; any diagnosis of
cancer in the past § years, with the exception of basal or squamous celt
carcinoma.

Study Medication.

Drug Supply

EYEQ0Q1 was used as the anti-VEGF therapy in this study. EYE001 drug
substance is a pegylated anti-VEGF aptamer. It was formulated in phosphate
buffered saline at pH 5-7. Sodium hydroxide or hydrachloric acid may be added
for pH adjustment.

EYE001 was formulated at three different concentrations: 3mg/100ul,
2mg/100ul and 1mg/100ul packaged in a sterile 1ml, USP Type I graduated glass
syringe fitted with a sterile 27-gauge needle. The drug product was preservative-
freo and intended for single use by intravitreous injection only. The product was
not used if cloudy or particles were present.

The active ingredient was EYEQOL Drug Substance, (Pegylated) anti-
VEGF aptamer, and 30 mg/ml, 20mg/ml and 10mg/mi concentrations. The
excipients were Sodium Chloride, USP; Sodium Phosphate Monobasic, .
Monohydrate, USP; Sodium Phosphate Dibasic, Heptahydrate, USP; Sodium
Hydroxide, USP; Hydrochloric acid, USP; and Water for injection, USP.

Dose end Administration

Preparation. The drug product was a ready-to-use sterile solution
provided in a single-use glass syringe. The syringe was removed from
refrigerated storage at least 30 minutes (but not longer than 4 hours) prior to use
to allow the solution to reach room temperature. Administration of the syringe
contents involved attaching the threaded plastic plunger rod to the rubber stopper
inside the barrel of the syringe. The rubber end cap was then removed to allow
administration of the product.
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Treatment Regimen and Duration. EYEQQ] was administered as a 100ul
intravitreal injections on three occasions at 28 day intervals. Patients were
enrolled to receive 3Img/injection. If 3 or more patients experienced Dose-
Limiting Toxicity (DLT"s), the dose was reduced to 2mg and further tolmg, if

5 necessary, each in an additional 10 patients.

PDT Administration.

PDT was given with EYE0Q] only in cases with predominantly classic
CNV. The standard requirements and procedures for PDT administration were
used as desaribed in Arch Ophthalmol 1999, 117:1329-1345. PDT was required

10 to be given 5-10 days prior to administration of the anti-VEGF aptamer.

Patient Enrollment.

Before recruitmnent of patients into the study, written Institutional Review
Board (IRB) approval of the protocol, and informed consent form were obtained.
Case report form screcning pages were completed by study site personnel.

15 Patients who meet the eligibility criteria and have provided written informed
consent were enrolled in the study.

Follow-up Schedule.

Patients were clinically evaluated by the ophthalmologist several days after
injection and again one-month later just prior to the next injection. ETDRS visual

20 acuities, kodachrome photography and fluorescein angiography were performed
monthly for the first 4 months.

Endpoints.

The safety parameters given under the DLT section above were the
primary endpoint of the studies. In addition, the percentage of patients with

25  stabilized (0 line change or better) or improved vision at 3 months, the percentage
of patients with a 3-line or greater improvement at 3 months, and the need for
PDT re-treatment at 3 month as determined by the investigator were other
endpoints studied,

Results,

30 No serious related adverse events were noted for the 21 patients treated in
this study. Two patients experienced serious unrelated adverse events. One
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patient, an 86 year-old woman with a long-standing history of peripheral vascular
disease as well as borderline hypertension and type II diabetes mellitus
experienced 2 myocardial infarctions, the second of which was fatal. The first
event occurred 11 days following the first intraocular injection of anti-VEGF
aptamer. The second event occurred 16 days following the third and last
injection. The acute myocardial infarctions took place approximately 2 months
apart. These events were believed to be unrclated to eptamer therapy by the
investigator and systemic levels of the drug are negligible based on
pharmacokinetic data. A second patient, a 76 year-old man with a 10-month
history of depression attempted suicide with ingestion of acetaminophen 11 days
after the third and last dose of anti-VEGF aptamer. The patient’s mental
condition improved. Treatment of the patient has remained unchanged and the
patient is presently followed in the study.

Tables 1A-C show the unrelated or non-severe events reported in these
groups, In patients treated with the anti-VEGF aptamer alone, ocular adverse
events probably associated with edministration of the anti-VEGF aptamer
included vitreous floaters (4 Events), mild anterior chamber inflammation (3
Events), oculer irritation (2 Events), increased intraocular pressure (1 Event),
intraocular air (I Bvent), vitreous haze (1 Event), subconjunctival hemorrhage (1
Event), cye pain (1 Event), lid edema/erythema (1 Event), dry eye (1 Event) and
conjunctival injection (1 Event). Events possibly related to administration of
anti-VEGF aptamer included, asteroid hyalosis (1 Event), abnormal vision (1
Event) and fatigue (1 Event). Events termed unrelated to administration of anti-
VEGF aptamer included headache (1 Event) and weakness (1 Event). In patients
treated with the anti-VEGF aptamer and PDT adverse events probably associated
with this combination of therapy included ptosis (5 Events), mild anterior
chamber inflammation (4 Events), comeal abrasion (3 Events), eye pain (3
Events), foreign body sensation (2 BEvents), chemosis (1 Event), subconjunclivai
hemorrhage (1 Event) and vitreous prolapse (1 Event). Events possibly related to
combination therapy included fatigue (2 Events). Events unrelated to
combination therapy included pi_gment epithelial detachment (1 Event), joint pain
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(1 Event), upper respiratory infection (1 Event) and bladder infection (1 Event),

The increase in ptosis and comneal abrasian seen in the setting of combination
therapy may be related to the use of a contact lens in association with PDT. Of
note, all instances of anterior chamber inflamnmation or vitreous haze were mild

5 and transient in nature.
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Table 1A, Adverse events associated with edministration of anti-VEGF

aptamer alone or in combination with PDT.

Lid Edema/Erythema 1(10) 2(182)

[ Conjunctival Injection 1(10) 0

Chemosis — 0 109.0)

Subeonjunctival Hemorthage K10) 1.0

Dry Eye 1(10) 0

Comeal Abrasion 0 3(273)

Anterioc Chamber Inflammation 1+ Celis Trace

3(30)y 4(364) Cells
Trace Cells 1+KF;
Trace
Cells
Trace Cells | Tmce

Cells
Trace
Cells

[1OP Increase 1(10) 0

[ Pupillary Abnormalities 0 0

Rubeoais 0 100

[ Cataract 0 )

Vitreous Haze . 1(10) 2(182)

Vitrcous Prolapse 0 16.1)

Vitreous Floaters 4 (40) 0

Asteroid Hyslosis 1(10) 0

Intraocular Air 1(10) 0

Poripapillsry Hemorrhage a 100
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PTG A D
TR ' 'Igm.n_ _
Pigment Epithelial Detachment
Abnarmal Vision 1(10) 0
Photopsis 1(10) 0
Foreign Body Sensation 1(10) 2(182)
| Eye Pain 1(10) 3@73)
Blepharozpasm 0 1.1
Ocular Imritation 2 (20) 19.1)
[ Ocular Tendemess 0 T.0)
Ocular Pruritis 1(10) 1]
Tearing 1(10) 0
Headache 1(10) 0
Rhinorthea 0 1.0
Fatigue 1(10) 2(182)
Weaknen 1(10) 0
Joint Pain 0 1(9.1)
Upper Respirstory Infection [ 10.1)
Bludder Infection 0 1(9.)
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Table 1B. Adverse events associated with administration of anti-VEGF aptamer

alone.

PCTAIS02/35986

BRI H A LI

S BT .
BRI RE D B T

Probably:
Vitreous Floaters 4
Anterior Chamber Inflammation 3
Ocular Irritation 2
Vitreous Hexe 1
Increascd Intraoculer Pressure 1
intraocular Air 1
Subconjunctival Hemorrhage ']
Conjunctival Injection 1
Eye Puin 1
Lid Edema/Erythema 1
Dry Bye 1
[Pomibtn
Asteroid Hyslosis 1
Abrormal Vision 1
Futigue 1
Unrelated:
Headache 1
Walneo i

AP



WO 03/039404 PCT/US02/35986 .\)\07

Table 1C. Adverse events associated with administration of anti-VEGF aptamer
and PDT.

L] Two patients elected to prematurely terminate their participation in the
study. One patient believed that her vision was not improving and did not want
further injections. The other patient had depression and transportation problems.
Both patients withdrew their consent prior to the third and last injection of the
aptamer. Visual acuity in both patients remained stable throughout their

10 participation in the study. A third patient died prior to the final visit.
No dose decreasc was required for any patients in the study. Review of
color photographs and fluorescein angiograms of these patients revealed no signs

of retinal vascular or choroidal toxicity.
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Of those patients (N=8) who completed the 3-month treatment regimen of
the anti-VEGF aptamer alone 87.5% had stabilized or improved vision and 25.0%
had & 3-linc improvement of vision on the BTDRS chart at 3 months (See Table
2).

Table 2. Visual data of patients with subfoveal CNV treated with anti-
VEGF aptamer alone.

04-001 | 20125 | 20064 2030 2080 | 2080 1
os:om 0160 | 20123 [ 200100 | 200125 | OUT +
07-001 20/100 | 20100 20064 20/0 2080 +1
07-002 | 207320 | 20/80 20764 20064 20150 +|

08-001 125 20/123 207100 20/100 w160 -1

05-001 205500 | 20/200 204400 20020 | OUT )
(Day 36)

10-001 20/500 | 20/640 | 20500 20400 | 20/500 0

10-002 20/200 | 204123 20160 200160 | 201160 +1

10-003 20400 | 20160 207160 20160 | 20126 T
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CHANGE IN VISION AT 3 MONTHS

Treated - (N=8)
which represents

all eyes that

Eleven patients were treated with both the anti-VEGF aptamer and PDT.
"In this group of patients (N=10) who completed the 3-month treatment regimen,
5 90% had stabilized or improved vision and 60% ahlowed a 3-line improvement of
vision on the ETDRS chart at 3 months (Table 3). These 3-line improvements
included gains of +3, +5, +4, +4, +6, and +3 ETDRS lines of vision.
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Table 3. Visual data of patients with subfoveal CNV treated with anti-

PCT/US02/35986

06012 | 207250 |20/160 | 2025 | 200125 20780 NO +5
08011 2040 | 2032 | 2020 | 2020 2026 YES 2
T¥ Y] 20160 | 20/60 | 20060 | 200160 TOUT NO 0
05011 | 207100 | 20/64 | 2068 | 2064 2040 NO 7]
12011 207160 | 20000 | 20250 | 20200 207200 NO -1
06013 | 20800 | 20/640 | 20/500 | 20/800 20320 YES +
02-011 20/500 | 20200 | 20/160 | 2080 201126 YES 6
06014 20100 | 20080 2080 | 20080 20/100 NO 0
06015 | 200125 | 2040 | 2004 | 2050 20/80 NO 2
02012 | 20/500 | 20/500 | 207125 | Z0P320 20250 YES 3
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CHANGE IN VISION AT 3 MONTHS

EYEOD 950% 60%
Treated - (N=10)
which represents
all eyes that
completed the
protocol.

Of the remaining patients who did not show a 3-linc gain, only one showed
a loss of vision at 3 months and this patient lost only one line of vision at this
time point. No patient in this group lost more than one line of vision at 3 months.

Repeat PDT treatment at 3 months (whose need was solely determined by
the investigator) was performed in 4 of 10 eyes (40%) that participated for the
complete duration of the study.

Other Embodiments
Although the present invention has been described with reference to

preferred embodiments, one skilled in the art can easily ascertain its essential
characteristics and without departing from the spirit and scope thereof, can make
various changes and modifications of the invention to adapt it to various usages
and conditions. Those skilled in the art will recognize or be able to ascertain
using no more than routine experimentation, many equivalents to the specific
embodiments of the invention described herein. Such equivalents are intended to
be encompassed in the scope of the present invention.

All publications, patents, and patent applications mentioned in this
specification are herein incorporated by reference.

We claim:
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Claims

1. A method for treating an ocular neovascular disease in a patient, said
method comprising the steps of:

(») administering to said patient an effective amount of an anti-VEGF
aptamer; and

(b) providing said patient with phototherapy.

2. The method of claim 1, wherein said phototherapy comprises
photodynamic therapy (PDT).

3. The method of claim 1, wherein said phototherapy comprises thermal
laser photocoagulation.

4. The method of claim 1, wherein said neovascular disease is selected
from the group consisting of ischemic retinopathy, intraocular neovescularization,
age-related macular degeneration, corneal neovascularization, retinal
neovascularization, choroidal neovascularization, diabetic macular edema,
diabetic retina ischemia, diabetic retinal edema, and proliferative diabetic
retinopathy.

5. The method of claim 4, wherein said neovascular disease is age-related

macular degeneration.

6. The method of claim 4, wherein said neovascular disease is
proliferative diabetic retinopathy.

7. The method of claim 1, wherein said anti-VEGF aptamer comprises a
nucleic acid ligand to vascular endothelial growth factor (VEGF).
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8. The method of claim 7, wherein said VEGF nucleic acid ligand
comprises ribonucleic acid.

9. The method of claim 7, wherein said VEGF nucleic acid ligand

comprises deoxyribonucleic acid.

10. The method of claim 7, wherein said VEGF nucleic acid ligand
comprises modified nucleotides.

11. The method of claim 10, wherein said VEGF nucleic acid ligand
comprises 2"F-modified nucleotides.

12. The method of claim 11, wherein said VEGF nucleic acid ligand
comprises a polyalkylene glycol.

13. The method of claim 12, wherein said polyalkylene glycol is
polyethylene glycol (PEG).

14. The method of claim 7, wherein said VEGF nucleic acid ligand
comprises ribonucleic acid and deoxyribonucleic acid.

15. The method of claim 10, wherein said VEGF nucleic acid ligand
comprises 2’-O-methyl (2°-OMe) modified nucleotides.

16. The method of claim 10 wherein said VEGF nucleic acid ligand is
modified with a moiety that decreases the activity of endanucleases or
exonucleazes on the nucleic acid ligand relative to the unmodified nucleic acid
ligand, without adversely affecting the binding affinity of said ligand.

17. The method of claim 16, wherein said moiety comprises a
phosphorothioate.
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18. The method of claim 1, wherein said anti-VEGF aptamer is
administered by injection.

19. The method of claim 1, wherein said step of administering comprises
introducing a device into the eye of said patient, said device comprising seid anti-
VEGRF aptamer.

20. The method of claim 19, wherein said device delivers said anti-VEGF
sptamer to the eye by transcleral diffusion.

21. The method of claim 19, wherein said device delivers said anti-VEGF
aptamer directly into the vitreous humor of the eye.

22. The method of claim 2, wherein said photodynamic therapy (PDT)
comprises the steps of:

(i) delivering a photosensitizer to the eye tissue of said patient; and

(ii) exposing the photosensitizer to light having a wavelength absorbed by
said photosensitizer for a time and at an intensity sufficient to inhibit
neovascularization in said eye tissue.

23. The method of claim 22, wherein said photosensitizer is selected from _
the group consisting of benzoporphyrin derivatives (BPD), monoaspartyl chlorin
eh, zinc phthalocyanine, tin etiopurpurin, tetrahydroxy tetraphenylporphyrin, and
porfimer sodium (PHOTOFRIN®), and green porphyrins.

24. The method of claim 22, wherein said photosensitizer is a
benzaporphyrin derivative.
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25. A method for treating an ocular neovascular disease in a patient, said
method comprising administering to said patient:

(a) an offective amount of an anti-VEGF aptamer; and

(b) a second compound capable of diminishing or preventing the

development of unwanted neovasculature.

26, The method of claim 25, wherein said ncovascular disease is selected
from the group consisting of ischemic retinopathy, intraocular neovascularization,
age-related macular degeneration, comeal neovascularization, retinal
neovascularization, chorodial neovascularization, diebetic macular edems,
diabetic retina ischomia, diabetic retinal edema, and proliferative diabetic
retinopathy.

27. The method of claim 26, wherein said neovascular discase is age-

related macular degeneration.

28. The method of claim 27, wherein said neovascular disease is
proliferative diabetic retinopathy.

29. The method of claim 25, wherein said anti-VEGF aptamer cornprises a
nucleic acid ligand to vascular endothelial growth factor (VEGF).

30. The method of claim 29, wherein said VEGF nucleic acid ligand

comprises ribonucleic acid.

31. The method of claim 29, whercin said VEGF nucleic acid ligand
comprises deoxyribonucleic acid.

32. The method of claim 29, wherein said VEGF nucleic acid ligand
comprises modified nucleotides.

-45-
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33. The method of claim 32, wherein said VEGF nucleic acid ligand
comprises 2'F-modified nucleotides.

34. The method of claim 33, wherein said VEGF nucleic acid ligand
comprises a polyalkylene glycol.

35. The method of claim 34, wherein said polyalkylene glycol is
polyethylene glycol (PEG).

36. The method of claim 25, wherein said second compound comprises a
VEGF antibody.

37. The method of claim 32, wherein said VEGF nucleic acid ligand
comprises 2’-O-methyl (2°-OMc) modified nucleotides.

38. The method of claim 32, wherein said VEGF nucleic acid ligand is
modified with a moiety that decreases the activity of endonucleases or

exonucleases on the nucleic acid ligand relative to the unmodified nucleic acid
ligand, without adversely affecting the binding a{finity of said ligand.

39, The method of claim 38, wherein said-moiety comprises a
phasphorothioate,

40. The method of claim 25, wherein said anti-VEGF aptamer is
administered by injection.

41. The method of claim 25, wherein said step of administering comprises

introducing a device into the eyc of said patient, said device comprising said anti-
VEGF aptamer.

46
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42. The method of claim 41, wherein said device delivers said anti-VEGF
aptamer to the eye by transcleral diffusion.

43, The method of claim 41, wherein said device delivers said anti-VEGF
aptamer directly into the vitreous humor of the eye.

44. A method for treating an ocular neovasculer disease in a patient, said
method comprising the steps of:

(2) administering to said patient an effective amount of an anti-VEGF
aptamer that inhibits the development of ocular neovascularization; and

(b) providing said patient with a thexrapy that destroys abnormal blood

vessels in the eye.

45. The method of claim 44, wherein said aptamer inhibits a growth
factor.

46. The method of claim 45, wherein said growth factor is VEGF.

47. The method of claim 46, wherein said aptamer is a nucleic acid ligand
to VEGF.

48. The method of claim 47, wherein gaid therapy is photodynamic
therapy (PDT).

49. A method for treating an ocular neovascular discase in a patient, said

method comprising administering to an eye of said patignt between about 0.3mg
to about Img of a madified nucleic acid ligand to VEGF.

47-
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PROCEDIMIEN PARA TRATAR ENFERMEDADE

NEOVASCULARES OCULARES
Campo de la Invencidén

La invenci6n se refiere a procedimientos para tratar la neovascularizacién ocular
usando agentes que inhiben el VEGF.

Antecedentes de la Invencién

La angiogénesis o crecimiento anormal de los vasos sanguineos, ha estado
implicada como una importante causa de estados patolégicos en muchas dreas de la
medicina, incluyendo oftalmologia, cédncer y reumatclogia. Por ejemplo, la forma
exudativa o neovascular de la degeneracién macular relacionada con la edad (AMD) es
una de las principales causas de ceguera en personas mayores. Actualmente, en la
mayoria de los pacientes no hay ninguna terapia convencional y eficaz para el
tratamiento de ADM exudativa. Se ha demostrado que la fotocoagulacién térmica con
liser y la terapia fotodinimica (PDT) son beneficiosas para subgrupos de tales
pacientes. Sin embargo, s6lo una fraccién de ojos reline los criterios de elegibilidad para
tales intervenciones terapéuticas y los que se han tratado tienen un alto porcentaje de
reaparicién.

Recientes estudios preclinicos han sugerido que la intervencién farmacolégica o
terapia anti-angiogénesis puede ser Gtl para tratar diversas formas de
neovascularizacién ocular, tales como la neovascularizacién coroidal (CNV). Gran parte
de este trabajo se ha enfocado en el bloqueo del factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF), que ha estado implicado en la patogénesis de CNV secundaria a
AMD y en la patogénesis de retinopatias diabéticas. VEFG es un importante factor de
crecimiento de citoquinas implicado en la angiogénesis y parece desempeilar un papel
vital en el desarrollo de la neovascularizacién ocular. Los estudios en humanos han
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demostrado que en el vitreo en caso de trastornos retinianos angiogénicos pero no en
estados de enfermedad inactivos o de no neovascularizacién estin presentes altas
concentraciones de VEGF. La CNV humana escindida después de una intervencion
quinirgica submacular experimental también ha mostrado altos niveles de VEGF. Otros
estudios han mostrado una regresion o prevencidn de la neovascularizacién en miiltiples
lechos vasculares en varios modelos de animal, usando diversos tipos de agentes anti-
VEGF, incluyendo fragmentos de anticuerpo. De esta forma, Ia terapia anti-VEGF es un
nuevo tratamiento prometedor para AMD, retinopatia diabética y trastornos
relacionados. --

Ademis de un potencial efecto anti-angiogénico, la terapia anti-VEGF puede ser
titil como agente anti-permeabilidad. Inicialmente, VEGF se refiri6 al el factor de
permeabilidad vascular debido a su gran capacidad para inducir la filtracién desde los
vasos sanguineos. Recientes investigaciones han demostrado que VEGF puede ser
importante a la hora de provocar la filtracién de los vasos en la retinopatia diabética y
que la ruptura de Ia barrera hematorretinaria inducida por la diabetes puede inhibirse de
una forma dependiente de la dosis con una terapia anti-VEGF. Por lo tanto, la terapia
anti-VEGF puede representar un ataque bifisico en la CNV mediante sus propiedades
anti-angiogénicas y anti-permeabilidad.

Los procedimientos existentes para tratar la enfermedad neovascular ocular
necesitan mejorar en cuanto a capacidad para inhibir o climinar diversas formas de
neovascularizecién, incluyendo la neovascularizacidn coroidal secundaria 8 AMD y
retinopatias diabéticas. Ademds, hay una continua y significativa necesidad de
identificar nuevas terapias para tratar la neovascularizacién ocular. La presente
invencién cumple estas necesidades y ademds proporciona otras ventajas relacionadas.

Sumarjo de Is Invencién
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Se han realizado ensayos clinicos de un aptdmero anti-VEGF con y sin terapia
fotodinimica en pacientes con neovascularizacion coroidal subfovea secundaria a la
degeneracién macular relacionada con la edad para determinar un perfil de seguridad de
la terapia de miltiples inyecciones. Se descubrié que la terapia anti-VEGF con o sin la
terapia fotodindmica (PDT) era a la vez segura y eficaz para tratar a los pacientes que
padecian AMD y trastornos relacionados. La mayoria de los pacientes que recibieron el
aptimero anti-VEGF presentaron una visién estable o mejorada tres meses después del
tratamiento. Los que recibieron terapia anti-VEGF en combinacién con PDT
prceentaron la mejora mas espectacular de la visién. De esta forma, la tcrapia anti-
VEGF, ya sea por Bi solo o junto con terapias angiogénicas, es un tratamiento
claramente prometedor para diversas formas de neovascularizacién ocular, incluyendo
AMD y retinopatia diabética.

Por consiguiente, la presente invencidn describe un procedimiento para tratar a
un paciente que padece una enfermedad neovascular ocular, el cual incluye las
siguientes etapas: (a) administrar al paciente una cantidad eficaz de un aptimero anti-
VEGF; y (b) proporcionar al paciente una fototerapia, tal como terapia fotodinimica o
fotocoagulacién térmica con léser.

En una realizacién de la invencién, la terapia fotodindmica (PDT) incluye las
etapas de: (i) suministrar un fotosensibilizador al tejido ocular de un paciente; y (ii)
exponer el fotosensibilizador a la luz que tiene una longitud de onda absorbida por el
fotosensibilizador durante un periodo de tiempo y a una intensidad suficiente para
inhibir la neovascularizacién en el tejido ocular del paciente. Pueden usarse diversos
fotosensibilizadores, incluyendo pero sin limitacién, derivados de benzoporfirina
(BPD), monoaspartil clorina €6, flalocianina de cinc, etiopurpurina de estafio,
tetrahidroxi tetrafenil porfirina, y porfimer de sodio (PHOTOFRIN®), y porfirinas



10

15

20

25

verdes.

En un aspecto relacionado, la presente invencién proporciona un procedimiento
para trater una enfermedad neovascular ocular en un paciente, el cual implica
administrar al paciente: (a) una cantidad eficaz de un aptdmero anti-VEGF; y (b) un
segundo compuesto capaz de disminuir o prevenir el desamollo de neovasculatura no
descada. Los agentes anti-VEGF u otros compuestos que pueden combinarse con
aptdmeros anti-VEGF incluyen, pero sin limitacién: anticuerpos o fragmentos de
anticuerpos especificos de VEGF, anticuerpos especificos de receptores de VEGF;
compuestos que inhiben, regulan y/o modulan la transduccién de la sefial tirosina
quinasa; polipéptidos de VEGF; oligonucleétidos que inhiben la expresién de VEGF en
el nivel de dcido nucleico, por ejemplo, ARN antisentido; retinoides; composiciones que
contienen el factor de crecimiento; anticuerpos que se uncn a coligenos; y diversos
compuestos orghnicos y otros agentes con actividad que inhibe la angiogénesis.

En una realizacién preferida de la invenci6n, el agente anti-VEGF es un ligando
de écido nucleico para el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) El
ligando de iécido nucleico de VEGF puede incluir écido ribonucleico, écido
desoxirribonucleico y/o nucleétidos modificados. En realizaciones particularmente
preferidas, el ligando de écido nucleico de VEGF incluye nucledtidos 2'-F-modificados,
nucleétidos 2'-O-metilo (2'-OMe) modificados, y/o un polialquilenglicol, tal como el
polietilenglicol (PEG). En algunas realizaciones, el ligando de dcido nucleico de VEGF
se modifica con un fragmento, por ejemplo un fosforotioato, que dismimrye )a actividad
de endonucleasas o exonucleasas en el ligando de écido nucleico con relacién al ligando
de 4cido nucleico no modificado, sin afectar de forma adversa la afinidad de unién del
ligando.

En otro aspecto, la invencidén proporciona un procedimiento para tratar una

i
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enfermedad neovascular ocular en un paciente, el cual implica la etapas de: (a)
administrar al paciente una cantidad eficaz de un agente que inhibe el desarrollo de la
neovascularizacién ocular, por ejemplo, un aptimero anti-VEGF; y (b) proporcionar al
paciente una terapia que destruya los vasos sangufneos anormales en el ojo, por ejemplo
PDT.

El aptdmero anti-VEGF puede administrarse por via intraocular mediante una
inyeccién en el ojo. Como alternativa, el aptimero puede suministrarse usando un
implante intraocular.

Los procedimientos de la invenciébn pueden usarse para tratar diversas
enfermedades neovasculares, incluyendo pero sin limitacidn, retinopatia isquémica,
neovascularizacién intraocular, degeneracién macular relacionada con la edad,
neovascularizacién de la cOmea, neovascularizacidon retiniana, neovascularizacién
coroidal, edema macular diasbético, isquemia retiniano diabético, edema retiniano
diabético y retinopatia diabética proliferativa.

Otras ventajas y caracteristicas de la presente invencitn serin evidentes a partir
de 1a siguiente descripcién detallada de la misma y de las reivindicaciones.

Definiciones

Por "enfermedad neovascular ocular” se entiende una enfermedad caracterizada
por una neovascularizacién ocular, es decir, el desarrollo de vasos sanguincos
anormales en el ojo de un paciente.

Por "paciente” se¢ entiende cualquier animal que tiene tejido ocular que puede
someterse a neovascularizacién. Preferiblemente, el animal es un mamifero que incluye,
pero sin limitacién, seres humsanos y otros primates. El término también incluye
animales domésticos, tales como vacas, cerdos, ovejas, caballos, perros y gatos.

Por "fototerapia” se entiende cualquier proceso o procedimiento en el que un

o\
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paciente se¢ expone a una dosis especifica de luz de una longitud de onda particular,
incluyendo la luz de un liser, para tratar una enfermedad u otra afeccién médica.

Por "terapia fotodindmica" o "PDT" se entiende cualquier forma de fototerapia
que use un firmaco o compuesio activado por luz, denominado en este documento
fotosensibilizador, para tratar una enfermedad u otra afeccién médica caracterizada por
un tejido que crece ripidamente, incluyendo la formacién de vasos sanguineos
anormales (eg decir, angiogénesis). Tipicamente, la PDT es un procedimiento de dos
etapas que implica una administracién local o sistémica del fotosensibilizador a un
paciente seguido de la activacién del fotosensibilizador mediante irradiacién con una
dosis especifica de luz de una longitud de onda particular.

Por "agente anti-VEGF" se entiende un compuesto que inhibe la actividad o
produccién del factor de crecimiento del endotelio vascular ("VEGF").

Por "fotosensibilizador" o "agente fotoactiva" se entiende un firmaco que
absorbe la luz u otro compuesto que tras exponerse a la luz de una longitud de onda
particular a¢ activa, promoviendo, por lo tanto, una situacién fisiolégica deseada, por
ejemplo, el deterioro o destruccién de células o tejido no deseado.

Por "“fotocoagulacién térmica con léser” se entiende una forma de fototerapia en
la cual los rayos de luz del liser ee dirigen al ojo de un paciente para cauterizar los
vasos sanguineos anormales del ojo para sellarlos de una filtracion posterior.

Por "cantidad eficaz" se entiende una cantidad suficiente para tratar un sintoma
de una enfermedad neovascular ocular.

El término "luz" como se usa en este documento incluye todas las longitudes de
onda de la radiacién electromagnética, incluyendo la luz visible. Preferiblemente, la
longitud de onda de la radiacién se selecciona para ajustar la longitud o longitudes de
onda que excitan el fotosensibilizador. Incluso més preferiblemente, la longitud de onda
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de la radiacion se ajusta a la longitud de onda de la excitacion del fotosensibilizador y
tiene una baja absorcién por parte de tejidos no diana.
Breve Descripcion de los Dibuj
La FIGURA 1 es la estructura quimica del agente anti-VEGF NX1838.
Descripcién Detallada

VEGF (factor de crecimiento del endotelio vascular) es un importante estimulo
para el crecimiento de los nuevos vasos sanguineos en el ojo. Se ha descubierto que la
terapia anti-VEGF proporciona un tratamiento seguro y eficaz para enfermedades
neovasculares, sobre todo cuando se combina con una terapia-secundaria que puede
reducir 0 eliminar la neovascularizacién ocular, tal como, por ejemplo, la terapia
fotodindmica (PDT). Se ha descubierto que la combinacién de estas terapias es muy
superior tratando afecciones camcterizadas por el desarmrollo de neovasculatura no
deseada en el ojo que la mayoria de los tratamientos convencionales, incluyendo el uso
de cualquiera de estas terapias solas.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona un procedimiento para tratar
una enfermedad neovascular ocular que implica administrar a un paciente un agente
anti-VEGF y tratar al paciente con fototerapia (por ejemplo, PDT) o con otras terapias,
tales como fotocoagulacién, que destruye los vasos sanguineos anormales en el ojo.
Este procedimiento puede usarse para tratar diversas enfermedades oftalmolégicas y
trastornos marcados por ¢l desarrollo de neovascularizacién ocular, incluyendo pero sin
limitacién, retinopatia isquémica, neovascularizacién intrnoc_:ular, degeneracién macular
relacionada con la edad, neovascularizacién de la cdmea, neovascularizacién retiniana,
neovascularizacién coroidal, edema macular diabético, isquemia retiniano diabético,
edema retiniano diabético y retinopatia diabética proliferativa.

Terapia anti-VEGF
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En los procedimientos de la presente invencién estdn disponibles y pueden
usarse diversas terapias anti-VEGF que inhiben la actividad o la produccién de VEGF,
incluyendo aptAmeros y anticuerpos VEGF. Los agentes anti-VEGF preferidos son los
ligandos de écido nucleico de VEGF, tales como los descritos en las Patentes de Estados
Unidos N° 6.168.778 Bl, 6.147.204; 6.051.698; 6.011.020; 5.958.691; 5.817.785;
5.811.533; 5.696.249; 5,683.867;, 5,670.637 y 5.475.096. Un agente anti-VEGF
particularmente preferido es EYEQD1 (previamente denominado NX1838), que es un
aptimero pegilado modificado que se une con alta afinidad a la principal isoforma de
VEGF humana-soluble y tiene la estructura general mostrada en la FIGURA 1 (descrita -
en la Patente de Estados Unidos N°® 6.168.788; Journal of Biological Chemistry, Vol.
273 (32): 20556-20567 (1998); y In Vitro Cell Dev. Biol. Animal Vol. 35:533-542
(1999)).

Como alternativa, los agentes anti-VEGF pueden ser, por ejemplo, anticuerpos
de VEGF o fragmentos de anticuerpo, tales como los descritos en las Patentes de
Estados Unidos N° 6.100.071; 5.730.977; y el documento WO 98/45331. Otros agentes
anti-VEGF adecuados o compuestos que pueden usarse en combinacién con agentes
anti-VEGF de acuerdo con la presente invencién incluyen, pero sin limitacién,
anticuerpos especificos de receptores de VEGF (por ejemplo, las Patentes de Estados
Unidos N° 5.955.311; 5.874.542 y 5.840.301); compuestos que inhiben, regulan y/o
modulan la transduccién de la secfial de tirosina quinasa (por ejemplo, la Patente de
Estados Unidos N° 6.313.138 B1); polipéptidos de VEGF (por ejemplo, 12 Patente de
Estados Unidos N° 6.270.933 B1 y el documento WO 99/47677); oligonucleétidos que
inhiben la expresién de VEGF en el nivel de dcidos nucleicos, por ejemplo ARN
antisentido (por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 5.710.136; 5.661.135;
5,641.756; 5.639.872 y 5.639.736); retinoides (por ejemplo, la Patente de Estados
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Unidos N°. 6.001. 885); composiciones que contienen el factor de crecimiento (por
ejemplo, la Patente de Estados Unidos N°. 5.919.459); anticuerpos que se unen a
coldgenos (por ejemplo, el documento WO 00/40597); y diversos compuestos orgénicos
y otros agentes con actividad inhibidora de la angiogénesis (Patente de Estados Unidos
N° 6.297.238 B1; 6.258.812 B1 y 6.114.320).

Administracidn de agentes anti-VEGF

Una vez que un paciente ha sido diagnosticado con un trastorno neovascular del
0jo, &l paciente se le trata mediante 1a administracién de un agente anti-VEGF para
bloquear los efectos negativos de VEGF, aliviando por lo tanto los sintomas asociados
con la neovascularizacién. Como se ha analizado anteriormente, en la técnica se
conocen una amplia variedad de agentes anti-VEGF y pueden usarse en la presente
invencién. Los procedimientos para preparar estos agentes anti-VEGF también son bien
conocidos y muchos son medicamentos disponibles en el mercado.

Los agentes anti-VEGF pueden administrarse por via sistémica, por ejemplo, por
via omal o por inyeccién IM o IV, en una mezcla con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable adaptado para la via de administracién. Pueden usarse diversos vehiculos
fisiolégicamente aceptables para administrar los agentes anti-VEGF y su formulaciones
son conocidas para los especialistas en la técnica y se describen, por ejemplo, en
Remington's Pharmaceutical Sciences (18* edicién), ed. A. Gennaro, 1990, Mack
Publishing Company, Easton, PA y Pollack y col.

Los agentes anti-VEGF se administran preferiblemente por via parenteral (por
gjemplo, por inyeccién intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, intraccular,
intravitrea o subcutinea, o implante). Las formulaciones para administracién parenteral
incluyen soluciones acuosas o no ecuosas estériles, suspensiones o emulsiones. Pueden

usarse diversos vehiculos acuosos, por ejemplo, agua, agua tamponada, solucién salina
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y similares. Los ejemplos de otros vehiculos adecuados incluyen polipropilenglicol,
polietilenglicol, aceites vegetales, gelatina, naftalenos hidrogenados y ésteres orgénicos
inyectables, tales como oleato de etilo. Tales formulaciones también pucden contener
sustancias auxiliares, tales como agentes conservantes, humectantes, tamponantes,
emulsionantes, y/o de dispersién. Pueden usarse polimeros de lactida biodegradables,
biocompatibles, copolimeros lactida/glicolida, o copolimeros polioxietilen-
polioxipropileno para controlar la liberacién de los ingredientes activos.

Como alternativa, los agentes anti-VEGF pueden administrarse por ingestién
oral. Las composiciones pensadas para uso oral pueden prepararse en formas sélidas o
liquidas, de acuerdo con cualquier procedimiento conocido en la técnica para la
fabricacién de composiciones farmacéuticas, Las composiciones pueden contener,
opcionalmente, un agente edulcorante, aromatizante, colomante, de perfume y
conservantes para proporcionsar una preparacién més apetitosa.

Las formas de dosificacién sélida para administracién oral incluyen cépsulas,
comprimidos, pildoras, polvos y grinulos. Generalmente, estas preparaciones
farmacéuticas contienen ingrediente activo mezclado con excipientes no toxicos
farmacéuticamente aceptables, Estos pueden incluir, por ejemplo, diluyentes inertes,
tales como carbonato célcico, el carbonato sddico, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol,
celulosa, almiddn, fosfato cdlcico, fosfato sddico, caolin y similares. También pueden
usarse agentes aglutinantes, tamponantes y/o lubricantes (por ejemplo, cstearato de
magnesio). Pueden prepararse adicionalmente comprimidos y pildoras con
recubrimientos entéricos.

Las formas de dosificacion liquide para administracién oral incluyen
emulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes y cépsulas de gelatina blanda
farmacéuticamente aceptables. Estas formas contienen diluyentes inertes usados
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cominmente en la técnica, tales como el agua o un medio oleoso, y también pueden
incluir adyuvantes, tales como agentes humectantes, agentes emulsionantes y agentes de
suspension.

Los agentes anti-VEGF también pueden administrarse tdpicamente, por ejemplo,
mediante un parche o mediante la aplicacidn directa en el ojo, o por iontoforesis.

Los agentes anti-VEGF pueden proporcionarse en composiciones de liberacién
sostenida, tales como las descritas en, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos Nos.
5.672.659 y 5.595.760. El uso de composiciones de liberacién inmediata o sostenida
depende de la naturaleza de las afecciones a tratar. Si la afeccién consiste en un
trastorno agudo o sobreagudo, se preferird un tratamiento con una forma de liberacién
inmediata sobre una composicién de liberacién prolongada. Como alternativa, para
ciertos tratamientos preventivos o a largo plazo, puede ser apropiada una composicién
de liberacién sostenida.

El agente anti-VEGF también puede liberarse usando un implante intraocular.
Tales implantes pueden ser implantes biodegradables y/o biocompatibles, o pueden ser
implantes no biodegradables. Los implantes pueden ser permeables o impermeables al
agente activo, y pueden insertarse en una cémars del ojo, como la cémara anterior o
posterior, 0 pueden implantarse en la esclera, espacio transcoroidal, o una regién no
vascularizada exterior al vitreo. En una realizacién preferida, el implante puede
colocarse sobre una regién avascular, tal como en la esclera, de tal forma que se permita
la difusién del firmaco a través de la eaclera hasta el sitio de tratamiento deseado, por
ejemplo, el espacio intraocular y 1a mécula del ojo. Ademds, el sitio de difusién a través
de la esclere preferiblemente esté cerca de la micula.

Los ejemplos de implantes para la liberacién de un agente anti-VEGF incluyen,
pero sin limitacién, los dispositivos deacritos en las Patentes de Estados Unidos Nos.
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3.416.530; 3.838.777; 4.014.335; 4.300.557; 4.327.725; 4.853.224; 4.946.450;
4.997.652; 5.147.647;, 5.164.188, 5.178.635; 5.300.114; 5.322.691; 5.403.901;
5.443.505; 5.466.466; 5.476.511, 5.516.522; 5.632.948; 5.679.666; 5.710.165;
5.725.493; 5.743.274; 5.766.242, 5.766.619; 5.770.592; 5.773.019; 5.824.072;
5.824.073; 5.830.173, 5.836.935; 5.869.079; 5.902.598; 5.904.144; 5.916.584,
6.001.386; 6.074.661; 6.110.485; 6.126.687; 6.146.366; 6.251.090 y 6.299.895 y en los
documentos WO 01/30323 y WO 01/28474 todas las cuales s¢ incorporan en este
documento como referencia.

Dasificacién

La cantidad de ingrediente activo que se combina con los materiales de vehiculo
para producir una sola dosificacién variard dependiendo del sujeto a tratar y del modo
particular de administracién. Generalmente, el agente anti-VEGF debe administrarsc en
una cantidad suficiente para reducir o eliminar un sintoma de una enfermedad
neovascular ocular.

Niveles de dosificacién en ¢l orden de aproximadamente 1 pg/kg a 100 mp/kg de
peso corporal por administracién son ifiles en el tratamiento de los trastornos
neovasculares mencionadog anteriorments. Cuando se administra directamente en ol
ojo, el intervalo de dosificacién preferido es de aproximadamente 0.3 mg a
aproximadamente 3 mg por ojo. La dogificacién puede administrarse como una sola
dosis o dividida en mdltiples dosis. En geneml, la dosificacién descada debe
administrarse a intervaios definidos durante un periodo prolongado, normaimente por lo
menos a lo largo de varias semanas, sunque pueden necesitarse periodos més largos de
administracién de varios meses o més.

Un especialista en la técnica apreciard que las dosificaciones individuales
exactas pueden ajustarse en alguna medida dependiendo de una diversidad de factores

WY
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que incluyen el agente anti-VEGF especifico a administrar, el momento de
administracién, la via de administracién, la naturaleza de la formulacidn, la velocidad
de excrecion, el trastorno particular a tratar, la gravedad del trastorno, y la edad, peso,
salud y género del paciente. Se esperan amplias variaciones en la dosificacién necesaria
en vista de las diferentes eficacias de las diversas vias de administracién. Por ejemplo,
generalmente seria de esperar que la administracién oral requiriera niveles de
dosificacién mayores que la administracion por inyeccién intravenosa o intravitrea. Lasg
variaciones en estos niveles de dosificacién pueden ajustarse usando rutinas empiricas
convencionales para la optimizacién, las cuales-son-bien conocidas en la técnica. Los
niveles y patrones de dosificacién terapéuticamente precizos eficaces se determinen
preferiblemente por el médico correspondiente en consideracién de los factores
anteriormente identificados.

Ademis, de tratar enfermedades neovasculares preexistentes, los agentes anti-
VEGF pueden administrarse profildcticamente para prevenir o retardar el inicio de estos
trastornos. En aplicaciones profildcticas, un agente anti-VEGF se administra a un
paciente susceptible o, de otra manera, en riesgo de padecer un trastorno neovascular
particular. De nuevo, las cantidades precisas que se administran dependen de varios
factores tales como el estado de salud del paciente, el peso, etc.

Eficacia de la terapia Anti-VEGF

Para evaluar la eficacia de la terapia anti-VEGF para tatar la
neovascuclarizacién ocular, se realizaron varios estudios, lo_s cuales se describen en los
ejemplos presentados a continuacién, que implicaban la administracién de un aptdmero
anti-VEGF con y sin terapia fotodindmice en peacientes que padecian una
neovascularizacién coroidal subfovea secundaria a una degeneracién macular

relacionada con la edad. Un estudio de una sola inyeccién intravitrea de Fase 1A de la
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terapia anti-VEGF para pacientes con neovascularizacién coroidal subfovea (CNV)
secundaria a una degeneracién macular relacionada con la edad (AMD) revelé un
excelente perfil de seguridad (Ejemplo 6). La evaluacion oftalmoldgica revelé que el
80% de los pacientes mostraba una visién estable o mejorada 3 meses después del
tratamiento y que el 27% de los 0jos demostrd una mejom de 3 lineas o més en la visién
en los diagramas de ETDRS en este periodo de tiempo. No se notificé ningin evento
adverso relacionado significativo local o sistémicamente. Estos datos demostraron que
la terapia anti-VEGF es una nueva alternativa prometedora para el tratamiento de
enfermedades neovasculares del 0jo, incluyendo la degeneracién macular exudativa y-la
retinopatia diabética.

También se realizd un estudio de seguridad de miltiples dosis descendientes de
Fase 1B de la terupia anti-VEGF usando miiltiples inyecciones intravitreas del aptdmero
anti-VEGF con o sin terapia fotodindmica en pacientes con CNV subfovea secundaria a
AMD (Ejemplo 7). El estudio de seguridad no mostré problemas de seguridad
significativos relacionados con el firmaco. La evaluacién oftalmolégica reveld que el
87,5% de los pacientes que recibieron el aptimero anti-VEGF mostraron una visién
estable 0 mejorada 3 meses después del tratamiento y que un 25% de los ojos
demostraron una mejora de 3 lineas o més en la visién del diagrama de ETDRS en ese
periodo de tiempo. Se detectd una ganancia de 3 lincas del 60% a 3 meses en pacientes
que recibieron tanto el aptimero anti-VEGF como la terapia fotodinimica. Las
miltiples inyecciones intravitreas del aptémaro anti-VEGF fueron muy bien toleradas
en este estudio de Fase 1B,

Los resultados de este estudio clinico de inyeccidn intravitrea miiltiple de Fase
1B de la terapia anti-VEGF (Ejemplo 7) expanden el excelente perfil de seguridad
presentado por el estudio de los autores de une sola inyeccién de Fase 1A (Ejemplo 6).
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Especificamente, el estudio de Fase |B muestra la seguridad intraocular y sistémica de
tres inyecciones intravitreas consecutivas de aptdmero anti-VEGF administradas
mensualmente. No se notificé ningiin evento adverso serio relacionado. Los eventos
adversos encontrados parecian no estar relacionados, o los eventos menores en algunos
casos probablemente se debian a la propia inyeccién intravitrea.

La ganancia de 3 lineas observada en 25% del grupo sélo tratado con aptimero
después de 3 meses se compara favorablemente con controles histéricos tales como los
resultados del ensayo pivotal de PDT (2,2%) y sus controles (1,4%) a 3 meses (Arch
Ophthalmol 1999, 117:1329-1345) y un grupo de control de la radiacién simulada (3%)
(Ophthalmology 1999, 106; 12:2239-2247) donde no més del 3% de los pacientes
mostré una mejoria de ese tipo en este mismo periodo de tiempo.

La ganancia de 3 lineas de 25% a los 3 meses es coherente con la proporcién de
mejora de 26,7% detectada en el estudio de Fase 1A del aptimero. Puede ser que los
efectos anti-permeabilidad del fiirmaco causaran una resorcién del fluido subretiniano y,
de esta manera, mejoraran la visién en estos casos. De manera interesante, un estudio
reciente que usaba un fragmento de anticuerpo anti-VEGF de Genentech también
mostrd una proporcién de ganancia de 3 lineas del 26% en un ensayo clinico de Fase 1.
Este fragmento de anticuerpo comparte el mismo mecanismo de bloqueo del VEGF
extracelular que el aptimero anti-VEGF.

La proporcién de estabilizacién o de mejora del 87,5% observada a los 3 meses
en el estudio de Fase IB también se compara fnvomble:qente con la proporcién del
50,5% para los pacientes tratados con PDT en ese ensayo pivotal (Arch Ophthamol
1999, 117:1329-1345), 1a proporcidén del 44% en los controles PDT, y la proporcidn del
48% en el grupo de control de mdiacién simulada (Ophthalmology 1999, 106: 12: 2239-
2247).
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La ganancia de 3 lineas de 60% a los 3 meses en los pacientes que recibieron
tanto el aptdmero anti-VEGF como PDT también fue muy alentadora. En el ensayo
pivotal de PDT de Fase 3, tan s6lo el 2,2% de los pacientes mostraron tal mejoria visual
{Arch Ophthalmol 1999, 117:1329-1345). Estos do; grupos de estudio incluyeron ojos
con CNV subfovea cldsica. La mejoria en la vision observada en estos ojos se confirma
con el hallazgo de que los investigadores escogieron re-tratar con PDT a los 3 meses en
s6lo el 40% de los casos en comparacién con el 93% de proporcién de retratamiento
informada en el ensayo de PDT pivotal (Arch Ophtalmol, 1999, 117: 1329-1345).

Ademis, numerosos estudios pre-clinicos ahora demuestran que 1a terapia anti-- -
VEGF puede prevenir la neovascularizacién inducida por VEGF de la cémea, iris,
retina y coroides (Arhc Ophtalmol 1996, 114: 66-7; Invest Ophthalmol Vis Sci 1994,
35; 101). Los estudios pre~clinicos descritos a continuacién en los Ejemplos 1 - 5 con
EYEO001 proporcionan evidencia que la terapia anti-VEGF puede ser itil para disminuir
la permeabilidad vascular y la neovascularizacén ocular. El aptimero anti-VEGF
mostrd una gran eficacia en ¢l modelo de neovascularizacién retiniana ROP en donde el
80% de la neovascularizaci6n retiniana se inhibia en comparacién con los controles (p =
0,0001). El modelo de ensayo de Miles mostrd una atenuacién casi completa de un
derrame vascular mediada por VEGF a continuacién de la adicién de EYE000] y el
modelo de angiogénesis de la cémea también mostréd una reduccién significativa en la
neovascularizacién con EYEQO01. El estudio del ensayo de Miles con conejillos de
indias sugiere que los aptdmeros anti-VEGF pucden diaminuir significativamente la
permeabilidad vascular. Esta propiedad de disminuir la permeabilidad vascular puede
resultar ser clinicamente importante para disminuir el fluido y ¢l edema en CNV y el
edema macular diabético. Asf, 1a terapia anti-VEGF puede actuar como un agente de
anti-permeabilidad y/o como un agente anti-angiogénico.
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Terapia Fotodinamica (PDT)

Comoe fue discutido anteriormente, una realizacién del procedimiento de la
invencién implica la administracién de un agente anti-VEGF en combinacién con una
terapia fotodindmica (PDT). La PDT es un proceso de dos pasos que comienza con la
administracién local o sistémica de un agente fotosensible que absorbe la luz tal como
un derivado de porfirina, que se acumula selectivamente en los tejidos diana del
paciente. Al ser irradiado con luz de una longitud de onda activante, se producen
especies de oxigeno reactivo en las células que contienen el fotosensibilizador, que
promueven la muerte cclular. Por ejemplo, en el tratamiento de enfermedades del ojo-
caracterizadas por neovascularizacién ocular, se selecciona un fotosensibilizador que se
acumula en la neovasculatura del ojo. El ojo del paciente entonces se expone a luz de
una longitud de onda apropiada, que produce la destruccién de los vasos sanguineos
anormales, mejorando de esta manera la agudeza visual del paciente.

Fotosensibilizadores

La terapia fotodindmica de acuerdo con la invencién puede llevarse a cabo
usando cualquiera de varios compuestos fotoactivos. Por ejemplo, el fotosensibilizador
puede ser cualquier compuesto quimico que se une a uno o mis tipos de tejidos diana
seleccionados, y cuando se expone a luz de una longitud de onda particular, absorbe la
luz e induce un deterioro o destruccién de los tejidos diana. En esta invencién puede
usarse pricticamente cualquier compuesto quimico que se dirja a una diana
seleccionada y absorbe luz. Preferiblemente, el fotosensibi_liudor no es tdxico para el
animal al que se le administra y puede formularse en una composicién no téxica. El
fotosensibilizador también es preferiblemente no tdxico en su forma fotodegradada. Los
fotosensibilizadores ideales se caracterizan por una falta de toxicidad para las células en

ausencia del efecto fotoquimico y se eliminan ficilmente de los tejidos no diana.
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Puede encontrarse una lista amplia de fotosensibilizadores, por ejemplo, en
Kreimer-Birnbaum, Sem. Hematol. 26: 157-73, 1989. Los compuestos fotosensibles
incluyen, pero sin limitacién, clorinas, bacterioclorinas, ftalocianinas, porfirinas,
purpurinas, merocianinas, feoforbidas, psoralenos, dcido aminolevulinico (ALA),
derivados de hematoporifina, porficenos, porfacianina, compuestos del tipo de la
porfirina expandidos y profirmacos tales como acido §-aminolevulinico, que puede
producir firmacos tales como protoporfirina. (Véanse, por ejemplo, los
fotosensibilizadores descritos en cualquiera de las Patentes de Estados Unidos N°
5.438.071, 5.405.957;, 5.198.460; 5.190.966; 5.173.504; 5.171.741; 5.166.197,
5.095.030; 5.093.349; 5.079.262; 5.028.621; 5.002.962;, 4.968.715; 4.920.143,
4.883.790; 4.866.168 y 4.649.151). Son agentes fotosensibilizadores preferidos
derivados de benzoporfirina (BPD), monoaspertil clorina 6, ftalocianina de cinc,
etiopurpurina de estafio, tetrahidroxi tetrafenilporfirina y porfimer de sodio
(PHOTOFRIN®). Un grupo particularmente potente de fotosensibilizadores incluye
porfirinas verdes, que se describen en detalle en Levi y col., Patente de Estados Unidos
N° 5.171.749.

Cuslquiera de los fotosensibilizadores descritos anteriormente puede usarse en
los procedimientos de la invencién. Por supuesto, también pueden usarse mezclas de
dos o més compuestos fotoactivos; sin embargo, la eficacia del tratamiento depende de
la absorcién de luz por el fotosensibilizador, de tal forma que, si se usan mezclas, se
preficren componentes con una absorcién mixima similar.

Los agentes fotosensibilizedores de la presente invencién preferiblemente tienen
un espectro de absorcién que esth dentro del intervalo de longitudes de onda entre 350
nm y 1200 nm, preferiblemente entre aproximadamente 400 y 900 nm y, més
preferiblemente, entre 600 y 800 nm.
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El fotosensibilizador se formula de tal forma que proporcione una concentracién
eficaz en el tejido ocular diana. Los fotosensibilizadores pueden acoplarse a un ligando
de unién especifico que puede unirse a un componente superficial especifico del tejido
ocular diana o, si se desea, por formulacién con un vehiculo que libere altas
concentraciones al tejido diana. La naturaleza de la formulacién dependerd en parte del
modo de administracién y de la naturaleza del fotosensibilizador seleccionado. Puede
usarse cualquier excipiente farmacéuticamente aceptable, o combinacién del mismo,
apropiada para el compuesto fotoactivo particular. De esta manera, el fotosensibilizador
puede odministrarse como--una composicién acuosa, como una composicién
transmucosa o transdérmica, o en una formulacién oral.

Como se¢ ha mencionado previamente, el método de la invencién es
particularmente eficaz para tratar a pacientes que padecen una pérdida de la agudeza
visual asociada con una neovasculetura no deseada. Se ha demostrado que grandes
nimeros de receptores LDL estdn asociados con la neovascularizacién. Las porfirinas
verdes, y en particular BPD - MA, interaccionan fuertemente con tales lipoproteinas.
Las propias LDL pueden usarse como vehiculo para las porfirinas verdes, o pueden
usarse formulaciones liposomales. Se cree que las formulaciones liposomales liberan
selectivamente porfirinas verdes al componente de lipoproteina de baja densidad del
plasma que, a su vez, actie como un vehiculo para liberar el ingrediente activo més
eficazmente en el sitio deseado. Al aumentar el reparto de la porfirina verde en la fase
de lipoproteina de la sangre, las formulaciones liposoma.lgs pueden proporcionar una
liberacién més eficaz del fotosensibilizador en la neovasculatura. En la Patente de
Estados Unidos N° 5.214.036 se describen composiciones de porfirinas verdes que
implican lipocomplejos, incluyendo liposomas. BPD-MA liposomal para administracién
intravenosa puede obtenerse en QLT PhotoTherapeutics Inc.,, Vancouver, British
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Columbia.

El fotosensibilizador puede administrarse localmente o sistémicamente de
cualquiera de una amplia variedad de maneras, por ejemplo, por via oral, parenteral (por
ejemplo, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal o inyeccién subcutinea),
tbpicamente a través de parches o implantes, o el compuesto puede ponerse
directamente en el ojo. El agente fotosensibilizador puede administrarse en una
formulacién seca, tal como pildoras, cédpsulas, suposilorios o parches. El agente
fotosensibilizador también puede administrarse en una formulacién liquida, ya sea solo
con agua, o con excipientes farmacolégicamente accptables, tales como los descritos en
Remington's Pharmaceutical Scienceg, supra. La formulacién liquida también puede ser
una suspensién o una emulsién. Los excipientes adecuados para suspensiones o para
emulsiones incluyen agua, solucién salina, dextrosa, glicerol y similares. Estas
composiciones pueden contener cantidades menores de sustancias auxiliares no toxicas
tales como agentes humectantes 0 emulsionantes, antioxidantes, agentes tamponantes
del pH, y similares.

La dosis de fotosensibilizador puede variar ampliamente dependiendo de una
variedad de factores tales como el tipo de fotosensibilizador; el modo de administracién;
la formulacién en la que se transporta, tal como en forma de liposomas; o si estd
acoplada a un ligando especifico para una diana, tal como un anticuerpo o un fragmento
inmunolégicamente activo. Otros factores que afectan a la dosis de agente
fotosensibilizador incluyen la célula o las células diana buscadas, el peso del paciente, y
los tiempos del tratamiento con luz. Aunque diversos compuestos fotoactivos requieren
diferentes intervalos de dosificacién, si se usan porfirinas verdes, una dosificacidn tipica
estd en el intervalo de 0,1 - 50 mg/m? (de érea de superficie del cuerpo), preferiblemente
de aproximadamente 1 - 10 mg/m? e incluso més preferibiemente aproximadamente 2-8
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mg/m?.

Los diversos pardmetros usados para la terapia fotodinémica en la invencién
estén interrelacionados. Por consiguiente, la dosis también debe ajustarse con respecto a
otros parimetros, por ejemplo, fluidez, irradiacién, duracién de la luz usada en Ia terapia
fotodindmica, e intervalo de tiempo entre la administracién de la dosis y la irradiacién
terapéutica. Todos estos parimetros deben ajustarse para producir una mejora
significativa de la agudeza visual sin un deflo significativo en el tejido del ojo.

Tratamiento con luz

Después de haber udministrado el fotosensibilizador al paciente, el tejido ocular
diana se imadia con luz a una longitud de onda que es absorbida por el
fotosensibilizador que se usd. Los espectros para los fotosensibilizadores descritos en
este documento son conocidos en la técnica; para cualquier compuesto fotoactivo
particular, es una cuestion trivial determinar el espectro. Para la porfirinas verdes, el
intervalo de longitudes de onda deseado esti genemlmente entre aproximadamente 550
y 695 nm. Se prefiere especialmente una longitud de onda en este intervalo para mejorar
la penetracién en los tejidos corporales.

Como resultado de la exposicién a la luz, el fotosensibilizador entra en un estado
excitado y se cree que interacciona con otros compuestos para formar intermedios
reactivos, tales como oxigeno singlete, que pueden causar la ruptura de las estructuras
celulares. Las posibles dianas celulares incluyen la membrana celular, mitocondrias,
membranas lisosomales, y el niicleo. La evidencia de tumores y modelos neovasculares
indica que la oclusién de la vasculatura es un mecanismo importante de terapia
fotodindmica, que se produce por lesién en las células endoteliales, con una posterior
adhesion de plaquetas, desgranulacién, y formacién de trombos.

La fluidez durante el tratamiento de irradiacién puede variar ampliamente
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dependiendo del tipo del tejido, 1a profundidad del tejido diana, y la cantidad de fluido
o sangre subyacente, pero preferiblemente varia de aproximadamente 50 a 200
Juliog/cm’.

La irradiacién varia tipicamente de aproximadamente 150 & 900 mW/cm®,
siendo preferido el intervalo entre aproximadamente 150 y 600 mW/cm?. Sin embargo,
el uso de imadiaciones mayores puede seleccionarse como eficaz y teniendo la ventaja
de acortar los tiempos de tratamiento.

El tiempo éptimo a continuacién de la administracién del agente fotoactivo hasta
el tratamiento de luz también -puede variar ampliamente dependiendo del modo de
administracién, la forma de administracién, y el tejido ocular especifico diana. Los
tiempos tipicos después de la administracién del agente fotoactivo varian desde
aproximadamente 1 minuto hasta aproximadamente 2 homas, preferiblemente de
aproximadamente 5 a 30 minutos, y més preferiblemente de aproximadamente 10 a 25
minutos.

La duracién de la exposicion a la radicacién preferiblemente estd comprendida
entre aproximadamente 1 y 30 minutos, dependiendo de 1a potencia de la fuente de
radiacién. La duracién de la irradiacién de luz también depende de la fluidez deseada.
Por ejemplo, para una irradiacién de 600 mW/cm?, una fluidez de 50 J/om? requiere 90
segundos de irradiacién; 150 J/cm? requiere 270 segundos de irradiacién.

La irradiacién ademis se define por su intensidad, duracién y tiempos con
respecto a la dosificacién con el agente fotosensible (intervalo post inyeccién). La
intensidad debe ser suficiente para que la radiacién penetre en la piel y/o alcance los
tejidos diana a tratar. La duracién debe ser suficiente para fotoactivar suficiente agente
fotosensible para actuar en los tejidos diane. Tanto Ia intensidad como la duracién deben
limitarse para evitar sobretratar s] paciente. El intervalo post imyeccién antes de Ia

ﬁ%g(rl
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aplicacidn de la luz es importante, porque en general cuanto més pronto se aplique la luz
después de administrar el agente fotosensible, 1) més baja serd la cantidad de luz
requerida y 2) més baja seré la cantidad eficaz de agente fotosensible.

El examen clinico y la fotografia de fondo tipicamente no revelan ningiin
cambio de color inmeditamente después de una terapia fotodindmica, a pesar de que se
produce un leve blanqueo de la retina en algunos casos después de aproximadamente 24
homas. El cierre de la neovascularizacién coroidsl se confirma preferiblemente
histolégicamente por la observacién del dafio en las células endoteliales. Las
observaciones para detectar el citoplasma vaculado y log micleos anormales asociados
con la ruptura de tejido neovascular también pueden evaluarse.

En general, pueden determinarse los efectos de la terapia fotodindmica en cuanto
a la reduccién de la neovascularizacién usando técnicas angiogrificas con fluoresceina
convencionales en periodos especificos después del tratamiento. La eficacia de la PDT
también puede determinarse por medio de una evaluacion clinica de la agudeza visual,
usando medios convencionales en la técnica, tales como diagramas convencionales del
ojo en los cuales la agudeza visual se evalia por la capacidad de discernir letras de un
cierto tamafio, normalmente con cinco letras en una linea de un tamafio dado.

Otras terapias para tratar enfermedades neovasculares

Ademids de PDT, hay otras terapias para tratar enfermedades neovasculares que
pueden usarse en combinacién con terepias anti-VEGF. Por ejemplo, una forma de
fototerapia conocida como Fotocoagulacién Térmica con _Liser es un procedimiento
oftilmico convencional para el tratamiento de una seric de trastornos del ojo,
incluyendo problemas vasculares de la retina (por ejemplo, retinopatia diabética),
problemas vasculares de coroides y lesiones maculares (por ejemplo, degeneracién

macular senil). Este procedimiento implica el uso de luz léser para cauterizar vasos
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sanguineos anormales en el ojo de un paciente para sellarlos y prevenir un derrame
posterior. (Véase, por ejemplo, Arch. Ophthalmol. 1991, 109:1109-1114). Como
alternativa, en combinacién con la terapia anti-VEGF pueden usarse compuestos
capaces de disminuir o prevenir el desarrollo de una neovasculatura indeseada,
incluyendo otros agentes anti-VEGF, agentes anti-angiogénesis, u otros agentes que
inhiben el desarrollo de la neovascularizacién ocular.

Las caracteristicas y otros detalles de la invencién se describirin ahora més
particularmente y se indicarin en los siguientes ejemplos que describen técnicas
preferidas y resultados experimentales. Estos ejemplos se proporcionan con 21 fin de
ilustrar la invencién y no deben considerarse limitantes.

EMP

En los siguientes Ejemplos, se usé el aptimero pegilado anti-VEGF EYEQ01.
Como se ha discutido anteriormente, este aptimero es un oligonucledtido conjugado
con polietilenglicol (PEG) que se une a l2 isoforma del VEGF bumano soluble
principal, VEGF s, con una alta especificidad y afinidad. El apthmero se une e inactiva
VEGF de una manera similar a la de un anticuerpo de alta afinidad dirigido hacia
VEGF. Los Ejemplos 1-5 presentan los resultados pre-clinicos de estudios con el
aptimero anti-VEGF en diversos modelos de neovascularizacidn ocular. El Ejemplo 6
presenta los resultados de seguridad clinica de fase IA en humanos con AMD exudativa,
y el Ejemplo 7 presenta los resultados de fase clinica IB. Generalmente, las
dosificaciones y concentraciones se expresan como el peso del oligonucledgido de
EYEOO1 (NX1838) solamente y estin basadas en un coeficiente de extincidn
aproximado para el aptdimero de 37 ug/ml/unidad de Ajeo.

Ejemplo 1: Ensa Permeabilidad Vascular Cuténea (Ensa Miles
Una de las actividades biolégicas de VEGF es aumentar la permeabilidad

QQ
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vascular por medio de la unién especifica a receptores presentes en las células del
endotelio vascular. La interaccién ocasiona la relajacidn de las firmes uniones
endoteliales con la posterior pérdida de fluido vascular. El derrame vascular inducido
por VEGF puede medirse in-vivo siguiendo la pérdida de colorante azul de Evans de la
vasculatura de un conejillo de indias como consecuencia de una inyeccién intradérmica
de VEGF (Dvorak HF, Brown LF, Detmar M, Dvorak AM. Vascular Permeability
Factor /Vascular Endothelial Growth Factor, Microvascular Hyperpermeability, and
Angiogenesis. Am J Pathol 1995, 146:1029). De forma similar, el ensayo puede usarse
para medir la capacidad de un compuesto para bloguear esta actividad bioldgica del
VEGF.

El VEGF)gs (20-30 nM) se pre-mezcl$ ex-vivo con EYEQO1 (30 nM a 1 pM) y
posteriormente se administrd por inyeccién intradérmica en la piel afeitada en el dorso
de conejillos de indias. Treinta minutos después de la inyeccidn, se cuantificé la pérdida
de colorante azul de Evans alrededor de los sitios de la inyeccién por medio del uso de
un sistema de anilisis morfométrico computarizado. Los datos (no mostrados)
demostraron que la pérdida inducida por VEGF del colorante indicador de la
vasculatura puede inhibirse casi completamente por la co-administracién de EYE0O] a
concentraciones tan bajas como 100 nM.

log 2; de Angiogénesis de la

Se implantaron agregados de polimero de metacrilato que contenfan VEGF¢s (3
pmol) en el estroma de la comea de ratas para inducir el crecimiento de vasos
sanguineos en la cérnea normalmente avascular. EYE001 se administré por via
intravenosa a las ratas en dosis de 1, 3 y 10 mg/kg una vez o dos veces al dia durante 5
dias. Al final del periodo de tratamiento, todas las cémeas individuales fueron

fotomicrografiadas. El grado hasta el cual se desarrollaron nuevos vasos sanguineos en
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el tejido de la cdrnea, y su inhibicién por EYEQQ1, se cuantificaron mediante un andlisis
morfométrico estandarizado de las fotomicrografias.

Los datos (no mostrados) demostraron que el tratamiento sistémico con EYE001
produce una significativa inhibicién (65%) de la angiogénesis dependiente de VEGF en
la cémea cuando se compar$ con el tratamiento con solucién salina tamponada con
fosfato (PBS). El tratamiento de una sola vez al dia con 10 mg/kg fue tan eficaz como el
tratamiento dos veces al dia. La dosis de 3 mg/kg tuvo una actividad similar a la dosis
de 10mg/kg, pero no fue evidente una eficacia significativa a 1 mg/kg.

A pesar de que la ROP es claramente distinta de la retinopatia diabética y AMD,
el modelo de ratén de ROP ge ha usado para demostrar un papel para VEGF en la
vascularizacién anormal de la retina que se produce en esta enfermodad (Smith LE,
Wesolowski E, McLellan A, Kostyk SK, Amato DR, Sullivan R, D'AMore PA,
Oxygen-induced retinopathy in the mouse. Invest Ophthalmol Vis Sci. 1994, 35:101).
Estos datos proporcionaron una base légica para el ¢studio de las propiedades anti-
angiogénicas de EYE0O] en ests modelo.

Se dejaron camadas de ratones de 9, 8, 8, 7 y 7 ratones, respectivamente, al aire
ambiental o se hicieron hiperfixicas y se trataron por via intraperitoneal con PBS o
EYEO001 (1, 3 o 10 mg/kg/dia). E! punto final del ensayo, crecimiento de nucvos
capilares a través de la membrana limitante interna de la retina en el humor vitreo, se
evalué mediante identificacién microscépica y recuento de los brotes neovasculares en
20 secciones histolégicas de cada ojo de todos los ratones tratados y de control. Se
observé una reduccién en la neovasculatura de la retina del 80% con respecto al control
no tratado tanto en Ja dosis de 10 mg/kg como en la dosia de 3 mg/kg (p = 0,0001 para
ambas dosia).

XY
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Ejemplo 4: Xenoinjertos de Tumor Humano

La eficacia in-vivo de EYE0OO] se ensay6 en xenoinjertos de tumor humano
(rabdomiosarcoma A673 y tumor de Wilms) implantados en ratones desnudos. En
ambos casos, los ratones se trataron con 10 mg/kg de EYE00] administrados por via
intraperitoneal una vez al dia después del desarrollo de tumores establecidos (200 mg).
Los grupos de control se trataron con un aptiémero de control con una secuencia
descrdenada (oligonucledtido).

El tratamiento de ratones con 10 mg/kg de EYE0O] una vez al dia inhibié el
crecimientio del tumor rabdomiosarcoma A673 en un 80% y el tumor de Wilms en un
84% con respecto al control. En el modelo del tumor de Wilms, dos semanas después de
terminar la terapia, el tamaflo del tumor experimentd un rebote tan vigorosamente en los
animales tratados que ya no habia ninguna diferencia en el tamafio del tumor comparado
con los controles.

Ejemplo 5: Farmacocinética Infravitrea de E 1 en Conejos

Los conejos se obtuvieron y se cuidaron de acuerdo con todas las pautas
estatales y federules aplicables y adheridas a los "Principios de Cuidado de los Animales
de Laboratorio” (publicacién NIH N° 85-23, revisada en 1985). A un total de 18 conejos
blancos de Nueva Zelanda del sexo masculino se les administré6 EYEQO1 por inyeccién
intravitrea. Cada animal recibié una dosis como una inyeccién bilateral de 0,50 mg/ojo
(1,0 mg/animal) en un volumen de 40 pl/ojo. Se recogieron muestras de EDTA-plasma
y de humor vitreo a lo largo de un perfodo de 28 dias despuf:s de la administracién de la
dosis y se almacenaron congeladas (-70°C) hasta el ensayo. Por separado, se recogi
humor vitreo de cada ojo después de sacrificar a los animales por desangramiento. Las
concentraciones de EYEOO1 en las muestras de humor vitreo se determinaron por un

procedimiento de ensayo HPLC similar al descrito previamente por Tucker y col.
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(Detection and plasma pharmacokinetics of an anti-vascular endothelial growth factor
oligonucleotide-aptamer (NX1838) in rhesus monkeys. J. Chromatogr. Biomed. Appl.
1999, 732:203-212) y por un procedimiento de ensayo de hibridacion dual similar al
descrito previamente por Drolet y col. (Pharmacokinetics and Safety of an Anti-
Vascular Endothelial Growth Factor Aptamer (NX 1838) Following Injection into the
Vitreous Humor of Rhesus monkeys. Pharm. Res, 2000, 17: 1503-1510). La
concentracién de humor vitteo se calculd promediando los resultados de los dos
ensayos. Las concentraciones de EYEQO] en el plasma se determinaron sélo por el
cnsayo de hibridacién dual.

Después de una sola dosis de EYE0O] como una administracién bilateral de 0,50
mg/ojo (1,0 mg/animal), los niveles iniciales de humor vitreo eran aproximadamente de
350 pg/ml y disminuyeron por un aparente proceso de eliminacién de primer orden
hasta aproximadamente 1,7 pg/ml en el dia 28, La semivida terminal estimada fue de 83
horas, similar a la vida media de 94 horas observada en los monos rhesus (Drolet y col.,
supra). Cuatro semanas después de la administracién de EYEQQL, los niveles de
firmaco en el humor vitreo (~190 nM) permanecian bien por encima de la Kp pama
VEGF (200 pM), lo que sugiere que la dosificacién una vez al mes en seres humanos es
apropiada, asumiendo que los parimetros farmacocinéticos son comparables en el
humor vitreo de conejo y humano. En contraste con los altos niveles de EYEQO!
encontrados en el humor vitreo, las concentraciones en plasma fueron
significativamente menores y variaban de 0,092 a 0,005 pg/ml desde el dia 1 al dia 21.
Los niveles en plasma se redujeron por un aparente proceso de eliminacién de primer
orden asi como también con una semivida terminal estimada de 84 horas. De esta
maneras, la semivida terminal en plasma imitaba la semivida en humor vitreo observada
en monos rhesus (Drolet y col., supra) y es indicativa de la cinética flip-flop cldsica en
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la cual la eliminacién desde el ojo es la etapa que determina la velocidad para la
climinacion desde el plasma. Estos datos son coherentes con un aptimero altamente
estable (resistente a nucleasas) que experimenta una lenta velocidad de liberacién desde
el humor vitreo a la circulacidn sistémica.

Ejemplo 6: Estudio de Ensayo Clinico de Fase 1A

Se realizd un estudio multicentro, de etiqueta descubierta, de aumento de las
dosis, de una sola inyeccion intravitrea de EYE0Q1 en los pacientes con CNV subfovea
secundaria a una degeneracién macular relacionada con la edad y con una agudeza
visual peor que 20/200 en el diagrama de ETDRS. La dosis inicial era de 0,25 mg
inyectados intravitreamente una vez. También se ensayaron dosificaciones de 0,5, 1,2 y
3 mg. Se realizaron un examen oftilmico completo con fotografia de fondo y una
angiografia de fluoresceina. Se tratd a un totel de 15 pacientes.

Criterios de Seleccién

Los pacientes para el estudio se seleccionaron usando los siguientes criterios de
inclusién y exclusién:

Criterig de inclusidn: Se exigia que los pacientes fueran mayores de 50 afios y en
general que tuvieran buena salud, una agudeza visual bien corregida en el ojo del
estudio peor que 20/200 en el diagrama de ETDRS, y 20/400 o peor en por lo menos €l
primer paciente de cada cohorte (n = 3); una agudeza visual bien comegida en el otro
ojo igual o mejor que 20/64; CNV subfovea (CNV clésica y/u oculta) de dreas de disco
del Estudio de Fotocoagulacién Macular (MPS) mayores que 3,5; medio ocular
transparente y una dilatacién pupilar adecuada para permitir una buena calidad de
fotografia de fondo estereoscépica; y una presién intraocular de 2,9 kPa o menos.

Criteriog de exclusién: Las exclusiones incluyeron significativas opacidades del
medio, incluyendo cataratas, que podrian interferir con la agudeza visuasl, la valoracién
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de la toxicidad, o con la fotografia de fondo; la presencia de una enfermedad ocular,
incluyendo glaucoma, retinopatia disbética, oclusién vascular de la retina u otras
condiciones (diferentes de CNV de AMD) que podrian afectar significativamente a la
visién; presencia de otras causas de CNV, incluyendo miopia patolégica (el equivalente
esférico de -8 dioptrias o mis), el sindrome de histoplasmosis ocular, estrias angioides,
ruptura coroidal y la coroiditis multifocal; pacientes en los que podria estar indicado o
considerarse un tratamiento de liser adicional para CNV; cualquier cirugia intraocular
en los 3 meses previos al comienzo del estudio; sangre que ocupa més del 50% de la
lesidn; vitrectomin anterior; tcrapia anterior o concomitante con otro agente de
investigacién para tratar AMD a excepcién de multivitaminas y oligoelementos;
cualquiem de las siguientes enfermedades sistémicas subyacentes incluyendo diabetes
mellitus no controlade o presencia de retinopatia disbética; enfermedad cardieca
incluyendo el infarto de miocardio en los 12 meses previos al comienzo del estudio, y/o
enfermedad coronaria asociada con sintomas clinicos, y/o indicaciones de isquemia
detectada en ECG; infarto (en los 12 meses previos al comienzo del estudio); trastornos
de hemormpgias actives; cualquier procedimiento quinirgico mayor en ¢l mes previo al
comienzo del estudio; la enfermedad de dlceras pépticas ectivas hemorragia en los 6
meses previos al comienzo del estudio; y terapia sistémica concomitante con
corticosteroides (por ejemplo, prednisona oral), u otro firmaco anti-angiogénico (por
ejemplo, talidomida).

Medicacién del Estudio

El firmaco fue una solucién estéril lista para ¢l uso compuesto de EYEQO!
(anteriormente NX1838) disuelto en fosfato sédico 10 mM y tampén de inyeccién de
cloruro sédico al 0,9% y presentada en un cilindro de jeringa con cuerpo de vidrio de 1
cc estéril y sin pirégenos, con un tampén recubierto asociado a un émbolo de pléstico, y
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una tapa con extremo de caucho en la aguja de calibre 27 pre-asociada. El aptimero
pegilado se suministrd a concentraciones de fiérmaco activo de I, 2,5, 5, 10, 20 6 30
mg/ml de EYEQO] (expresadas como contenido de oligonucleétido) para proporcionar
un volumen de liberacién de 100 pl.

Registro de pacientes

Antes del reclutamiento de pacientes en el estudio, se cbtuvo la aprobacién del
protocolo por el Consejo de Revigidn Institucional (IRB), un consentimiento informado
y cualquier informacidn adicional del paciente,

Resultados

Se realizd un estudio de seguridad de un solo intervalo de dosificacién en 15
pacicntes a dosis que variaban de 0,25 a 3,0 mg/ojo sin alcanzar la toxicidad limitante
de la dosis. La viscosidad de la formulacién impidié aumentar la dosis por encima de 3
mg. Los pacientes tenian edades que variaban de los 64 a los 92 afios. Se incluyeron
ocho varones y siete mujeres y todos eran Caucdsicos. Once de los quince pacientes
experimentaron un total de diecisicte eventos adversos leves 0 moderados, incluyendo
seis que probablemente o posiblemente estaban relacionados con la administracién de
EYEO001: leve inflamacién intraocular, escotomn, distorsién visual, picor, dolor y fatiga
del ojo. Adicionalmente, hubo un evento adverso severo que no cstaba relacionado con
el firmaco de ensayo. Este fue el diagndstico de carcinoma de mama en una paciente en
la que se habia detectado el bulto antes del tratamiento.

A los 3 meses después de la inyeccién de EYE‘_OOI, 12 de 15 (80%) ojos
mostraban una visién estable 0 mejorada. Cuatro pacientes (26,7%) habian mejorado
significativamente su visién en el mismo periodo de tiempo, lo cual estaba definido
como un aumento de 3 lincas o mis en los diagramas de visién de ETDRS. Los

pacientes con tal visién mejorada a los 3 meses notaron aumentos de +6, +4 y +3 lineas
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en un diagrama de ETDRS. No se detectd ningin evento de seguridad visual
inesperado. La evaluacion de fotografias de color y angiogramas de fluoresceina no
reveld ningun signo de toxicidad retinal o coroidal.

El estudio clinico de Fase 1A de los presentes autores demostrd que podian
administrarse dosis intravitreas tinicas del aptimero anti-VEGF de forma seguma hasta 3
mg/ojo. No se detecté ningin efecto secundario ocular o sistémico significativo.

Los médicos estin de acuerdo en que es deseable un minimo de un afio de
seguimiento para evaluar cualquier tratamiento potencial para AMD exudativa. Sin
embargo, se dispone de datos de 3 meses de algunos estudios prospectivos y son \itiles
para evaluar la seguridad oftilmica y cualquier tendencia potencial de una nueva
terapia.

Los controles histéricos indican que sdlo el 1,4% (ensayo fotodindmico pivotal)
(Arch Ophthalmol 1999, 117: 1329-1345) y el 3,0% (estudio de radiacién) (1999, 106;
12:2239-2247) de ojos han mostrado una mejora visual significativa definida por una
ganancia de 3 o més lineas en un diagrama ETDRS a los 3 meses. Ademis, el grupo
tratado con PDT del estudio TAP (Arch Ophthalmol 1999, 117:1329-1345) sélo detectd
tal mejora de la visién en el 2,2% de los casos en 3 meses. Estos resultados confirman la
impresién clinica de los presentes autores de que ¢s maro ver una mejora visual
significativa en cualquier momento de tiempo con cualquier tipo (cldsica, oculta o
mixta) de CNV secundaria a AMD.

En el estudio de los presentes autores, tres meses después de la administracién
intravitrea del aptémero anti-VEGF, el 80% de los ojos mostraba una visién estabilizada
o mejorada, mostrando un 26,7% un aumento en 3 o mis lincas en el diagrama de
ETDRS. Estas mejoras visuales se confirman por resultados clinicos y angiogrificos en

algunos de los pacientes tratados con aptimero. La estabilizacién de la visién ha sido
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siempre la meta de los estudios de AMD exudativa, asi que la mejora de la agudeza
visual significativa (3 lineas ETDRS) vista en el 26,7% de los pacientes a los 3 meses
con sblo una dosis era inesperada. Claramente, los controles histdricos no son
apropiados para la comparacion. Ademis, el corto periodo de seguimiento, el pequeiio
tamafio de la muestra, y los diferentes tipos de CNV (es decir el porcentaje de CNV
clisica, oculta o mixta) anularon cualquier conclusién o comparacién final. Sin
embargo, parece ser que los ojos tratados con aptAimero han demostrado sin duda alguna
por lo menos una excelente seguridad visnal a los 3 meses y justifican la realizacién de
estudios adicionales.

En resumen, los resultados pre-clinicos y clinicos tempranos con una sola
imyeccion intravitrea del aptdmero anti-VEGF son muy prometedores. Se ha establecido
la seguridad de inyecciones intravitreas de una sola dosis de dogificaciones de hasta 3
mg/ojo.

Ejemplo 7: Estudio de En Clini Fase IB

Se realizd un estudio de Fase IB multicentro, de etiqueta descubierta y con
dosificaciones repetidas de 3 mg/ojo de EYEOQ] (aptiémero anti-VEGF) en pacientes
con CNV subfovea secundaria 8 AMD con una agudeza visual peor que 20/100 en el
ojo de estudio y mejor o igual que 20/400 en el otro ojo. Si 3 o més pacientes
experimentaban una Toxicidad Limitante de la Dosis (DLT), la dosis se reducia a 2 mg
y luego a 1 mg, si fuese necesario. El nimero de pacientes a tratar era de 20; 10
pacientes con el aptimero anti-VEGF solo y 10 pacientgs con terapia anti-VEGF y
PDT. Se seleccionaron once sitios en los Estados Unidos para los estudios.

Definicién de DLT

Si un paciente en el estudio experimentaba cualquiera de las siguientes DLT, la

dosificacién se reducia como se ha descrito anteriormente:
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DLT ofldimica.:

Evaluacion fotogrdfica.

Formacion acelerada de cataratas: progresién de una unidad definida por el
Protocolo de Graduacién de la Opacidad del cristalino del Estudio de Enfermedad del
Ojo Relacionada con la Edad (AREDS) como una adaptacién del Sistema de
Graduacién de Cateratas de Wisconsin.

Examen clinico

[nflamacién clinicamente significativa, que era grave (obscureciendo la
visualizacién de la vasculatura retiniana) y amenazadora para la visiér.

Otras anormalidades oculares no vistas normalmente en pacientes con AMD,
como oclusion de la retina, arterial o venosa, desprendimiento de retina agudo, y
hemormgia difusa de la retina.

Agudeza visual: doblamiento o empeoramiento del éngulo visual (una pérdida
mayor o igual a 15 letras); la tmnsicion a la falta de percepcién de luz (NLP) para
pacientes cuya puntuacién de agudeza visual inicial es menor de 15 letras a menos que
la pérdida de la visién se deba a una hemormagia del vitreo relacionada con el
procedimiento de inyeccién entre los Dias 2 a 7, Dias 30-35, o Dias 58-63.

Tonometria: incremento desde el nivel basal de la presién intraocular (IOP) en
una cantidad igual o mayor a 3,3 kPa en dos exdmenes separados por lo menos por un
dia 0 una presién sostenida de 4,0 kPa durante més de una scmana a pesar de la
intervencién farmacolégica.

Angiograma de Fluoresceina

Anormalidades vasculares coroidales o retinales significativas no vistas
inicialmente, tales como: no perfusién coroidal (que afecta a uno o mis cuadmntes),

retraso en los tiempos de trénsito arterio-venosos (mayores que 15 segundos), oclusién



10

15

20

25

35

venosa o arterial de la retina (cualquier desviacién del valor inicial); o alteracion de la
permeabilidad difusa de la retina que afecta a la circulacion de la retina en ausencia de
inflamacidn intraocular.

DLT sistémica:

Toxicidades de grado III (graves) o IV (amenazadoras para la vida), o cuslquier
toxicidad grave significativa considerada relacionada con el firmaco de estudio por el
investigador.

Criterlos de Seleccién.

Los pacientes para el estudio se seleccionaron-usando los siguientes criterios de -

inclusién y de exclusién:

Criterios de inclusién: Los criterios oftAlmicos inclufan la mejor agudeza visual
bien corregida en el ojo de estudio peor que 20/100 en el diagrama de ETDRS, la mejor
apudeza visual corregida en el otro ojo igual o mejor a 20/400, neovascularizacién
coroidal subfovea con CNV activa (clisica y/u oculta) de menos de 12 éreas totales de
disco en tamafio secundarias a una degeneracién macular relacionada con la edad,
medio ocular transparente y una dilatacién pupilar adecuada para permitir una buena
calidad de la fotografia de fondo estereoscdpice, y una presién intraocular de 2,8 kPa o
menos. Los criterios generales inclufan pacientes de cualquier sexo, de 50 o més afios de
edad; estatus de rendimiento €2 de acuerdo con la escala del Grupo de Oncologia
Cooperativa Oriental (ECOG)/Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
electrocardiograma normal (ECG) o cambios clinicamene no significativos; las mujeres
debian usar usando un anticonceptivo eficaz, haber pasado la menopausia al menos 12
meses antes del comienzo del estudio o ser quinirgicamente estériles; 8i no era asf, debfa
realizarse una prucba de embarazo en suero en las 48 horas previas al tratamiento y el

resultado debia estar disponible antes del inicio del tratamiento, debia utilizarse una

K
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forma enticonceptiva eficaz durante al menos los 28 dias siguientes a la dltima dosis de
EYEOQ01; funcién hematoldgica adecuada: hemoglobina =10 g/dl; recuento de plaquetas
2150 x 10°/1; WBC 24 x 10°/1; PTT dentro del intervalo normal de institucién; funcién
renal adecuada; creatinina de suero y BUN dentro de 2 veces el limite superior de la
institucién normal (ULN); una adecuada funcion hepdtica: bilirrubina en guero £ 1,5
mg/dl; SGOT/ALT, SGPT/AST, y fosfatasa alcalina dentro de 2 x ULN de institucién;
consentimiento informado por escrito; y capacidad de volver para todas las visitas del
estudio.

Criterios de exclusién: Los pacientes no eran clegibles para el estudio si-
cualquiera de los siguientes criterios estaba presente en el ojo de estudio o
sistémicamente; pacientes programados pam recibir, 0 que habian recibido cualquier
Terapia Fotodindmica anterior con Visudyne; opacidades significativas del medio,
incluyendo cataratas, que podrian interferir con la agudeza visual, valoracién de la
toxicidad o fotografia de fondo; presencia de otras causas de neovascularizacién
coroidal, incluyendo miopia patolégica (el equivalente esférico de -8 dioptrias o méds
negativo), el sindrome de histoplasmosis ocular, estrias angioides, ruptura coroidal y
coroiditis multifocal; pacientes en los que podria estar indicado o considerarse un
tratamiento con léser adicional para la neovascularizacién coroidal; cualquier cirugia
intraocular en los 3 meses posteriores al comienzo del estudio; virectomia anterior;
terapia anterior o concomitante con otro agente de investigacién para tratar AMD a
excepcién de multivitaminas y oligoelementos; radiacién previa en el otro ojo con
fotones o protones; alergias conocidas al colorante fluoresceina usado en angiografia o a
los componentes de la formulacién de EYEQ00l; cualquiera de las siguientes
enfermedades sistémicas subyacentes, incluyendo diabetes mellitus no controlada o
presencia de retinopatia diabética; enfermedad cardiaca: infarto de miocardio en los 12
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meses previos al inicio del estudio, y/o enfermedad coronaria asociada con sintomas
clinicos, y/o indicaciones de isquemia detectadas en ECG; una funcién renal o hepitica
dafiads, apoplejia (en los 12 meses posteriores al comienzo del estudio), infeccién
activa, trastomnos de hemorragia activa; cualquier procedimiento quinirgico mayor en el
mes siguiente al inicio del estudio, enfermedad de tlceras pépticas activas con
hemorragia en los 6 meses posteriores al comienzo del estudio; terapia sistémica
concomitante con corticosteroides (por ejemplo, prednisona cral), u otro fdrmaco anti-
angiogénico (por ejemplo, talidomida); radiacién previa en la cabeza y cuello; cualquier
tratamiento con un agente de investigacion en los ltimos 60 dias para cualquier
condicién; cualquier diagnostico de cincer en los Gltimos 5 afios, con la excepcion del
carcinoma basal o de células escamosas.

Medlcacién del Estudio

Suministro del Fdrmaco

En este estudio, como terapia anti-VEGF se us6 EYE001. El férmaco EYE001
es un aptimero anti-VEGF pegilado. Se formulé en solucién salina tamponada con
fosfato a pH 5-7. Puede afladirse hidréxido de sodio o 4cido clorhidrico para el ajuste
del pH.

El EYEOO! se formul6 a tres concentraciones diferentes: 3 mg/100 ul, 2 mg/100
Hl'y 1 mg/100 pi envasados en una jeringa de vidrio graduada USP de Tipo I estéril de 1
ml, provista con una aguja estéril de calibre 27. El firmaco carecia de conservantes y
previsto para un iinico uso por inyeccién intravitrea solame_nte. El producto no se usaba
si estaba turbio o si habfa particulas presentes.

E! ingrediente activo era el firmaco EYE00!, aptimero anti-VEGF (Pegilado), a
concentraciones de 30 mg/ml, 20 mg/ml y 10 mg/ml, Los excipientes eran Cloruro
Sdédico, USP; Fosfato S6dico Monobésico, Monohidrato, USP; Fosfato Sédico
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Dibasico, Heptahidrato, USP; Hidréxido Sédico, USP; Acido Clorhidrico, USP; y agua
para la inyeccion, USP.

Dosis y Administracién

Preparacion. El producto farmacéutico era una solucidn estéril lista para el uso
proporcionada en una jeringa de vidrio de un solo uso. La jeringa se retird del
almacenamiento refrigerado por lo menos 30 minutos (pero no més de 4 horas) antes del
uso para permitir que la solucién alcanzars la temperatura ambiente. La administracién
del contenido de la jeringa implicaba la asociacion de la varilla del émbolo de plastico
roscada al tapén de caucho dentro del cilindro de la jeringa. La tapa con extreme de
caucho después se retir para permitir la administracién del producto.

Régimen de Tratamiento y Duracidn. EYE0O] se administré como inyecciones
intravitreas de 100 ul en tres ocasiones a intervalos de 28 dias. Los pacientes se
registraron para recibir inyecciones de 3 mg. Si 3 o més pacientes experimentaban una
Toxicidad Limitante de la Dosis (DLT), la dosis se reducia a 2 mg y ademis a 1 mg, si
fuese necesario, cada uno en 10 pacientes adicionales.

Administracién de PDT

Se administrd PDT con EYE(01 sdlo en log casos con CNV predominantemente
clisica. Los requisitos y procedimientos normales para la administracién de PDT se
usaron como se describe en Arch Ophthalmol 1999, 117: 1329-1345. Se requeria que la
PDT se administrara 5-10 dias antes de la administracién del aptimero anti-VEGF.

Inclusién de los pacicntes

Antes del reclutamiento de pacientes para el estudio, se obtuvo una aprobacién
escrita del protocolo por el Consejo de Revision Institucional (IRB), y un formulario de
consentimiento informado. Las pdginas de investigacién del formulario de informe de

casos se completaron por el personal del sitio de estudio. Los pacientes que cumplian
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los criterios de elegibilidad y que habian proporcionado un consentimiento informado
por escrito se incluyeron en el estudio.

Programa de Seguimicnto.

Los pacientes se evaluaron clinicamente por el oftalmélogo varios dias después
de la inyeccidn y de nuevo un mes después justo antes de la siguiente inyeccién. Se
realizaron mediciones de las agudezas visuales ETDRS, fotografia kodachrome y
angiografia con fluoresceina mensualmente durante los primeros 4 meses.

Puntos finales

Los parimetros de seguridad dados bajo la seccién DLT anterior fueron los
puntos finales primarios de los estudios. Ademds, otros puntos finales estudiados fueron
el porcentaje de pacientes con la visién estabilizada (cambio de 0 lineas o mejor) o con
mecjorias en la vision a los 3 meses, ¢l porcentaje de pacientes con una mejora de 3
lineas o mis a los 3 meses y la necesidad de retratamiento con PDT a los 3 meses como
se determina por el investigador.

Resultados

No se detectd ninglin evento adverso relacionado serio para los 21 pacientes
tratados en este estudio. Dos pacientes experimentaron eventos adversos serios no
relacionados. Un paciente, una mujer de 86 aflos de edad, con un historial de larga
duracién de enfermedad vascular periférica asi como una hipertensién limite y diabetes
mellitus de tipo II, experimentd 2 infartos de miocardio, el segundo de los cuales fue
fatal. El primer evento ocurri6 11 dias después de la primera inyeccién intraocular de
aptimero anti-VEGF. El segundo evento ocurrié 16 dias después de la tercera y dltima
inyeccién. Los infartos de miocardio agudos se produjeron con un intervalo entre ellos
de aproximadamente 2 meses. El investigador crefa que estos eventos no tenian relacién

con la terapia con el apldmero y los niveles sistémicos del firmaco eran despreciables

X
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baséndose en los datos farmacocinéticos. Un segundo paciente, un hombre de 76 afios
de edad con un historial de depresion de 10 meses intent6 suicidarse ingiriendo
acetaminofeno 11 dias después de la tercera y dltima dosis de aptimero anti-VEGF, El
estado mental del paciente mejord. El tratamiento del paciente ha permanecido sin
cambios y el paciente sigue actualmente en el estudio.

Las tablas 1A-C muestran los eventos no relacionados o no severos informados
en estos grupos. En pacicntes tratados con ¢l aptdmero anti-VEGF solamente, los
eventos oculares adversos probablemente asociados con la administracién del aptimero
anti-VEGF inclufan flotadores vitreos (4 Eventos), leve inflamacién de la cémara
anterior (3 Eventos), irritacién ocular (2 Eventos), aumento de la presién intraocular (1
Evento), aire intraocular (1 Evento), niebla vitrea (1 Evento), hemorragia de la
subconjunctiva (1 Evento), dolor de ojo (1 Evento), edema/eriteme del pérpado (1
Evento), ojo seco (1 Evento) ¢ inyeccién en la conjunctiva (1 Evento). Los eventos
posiblemente relacionados con la administracién del aptdmero anti-VEGF incluian
hialosis asteroide (1 Evento), visién anormal (1 Evento) y fatiga (1 Evento). Los
eventos denominados no relacionados con la administracién de aptimero anti-VEGF
incluyeron dolor de cabeza (1 Evento) y debilidad (1 Evento). En pacientes tratados con
el aptimero anti-VEGF y PDT, los eventos adversos probablemente asociados con esta
combinacién de terapia incluyeron ptosis (5 Eventos), leve inflamacién de Ia cémara
anterior (4 Eventos), abmasién de la cémea (3 eventos), dolor del ojo (3 Eventos),
sensacién de cuerpos extraflos (2 Eventos), quemosis (1 Evento), hemorragia de ia
subconjuntiva (1 evento) y prolapso vitreo (1 Evento). Los eventos posiblemente
relacionados con la terapia de combinacién incluyeron fatiga (2 Eventos). Los eventos
no relacionados con la terapia de combinacién incluian desprendimiento del epitelio
pigmentario (1 Evento), dolor de articulaciones (1 evento), infeccién de las vias
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respiratorias superiores (1 Evento) e infeccién de la vejiga (1 Evento). El aumento en la

ptosis y la abrasién de la cdmnea vistas en la escena de 1a terapia de combinacién pueden

relacionarse al uso de lentes de contacto en asociacién con PDT. Cabe notar que todos

los casos de inflamacién de la cdmara anterior o de niebla vitrea fueron leves y de

5 naturaleza transitoria.

Tabla 1A. Eventos adversos asociados con la administracién del aptimero anti-VEGF

solo o en combinacién con PDT.

Evento adverso Aptamero Anti-VEGF N | Aptamero Anti-VEGF y
(%) 10 pacientes PDTN (%) 11
pacientes
Ptosis 0 5 (45.4)
Edema/eriiema del pirpado T{10) I(183)
Tnyeccion conjuntival T(10) 0
Quemosis 0 10.0)
Hemorragia de la 1(10) 1(9,1)
subconjuntiva
Ojo seco 1 (10) 0
Abrasién de Ia cOmea 0 3(27.3)
Inflamacién de la cémara| 3 (30) T+células™ |4 (36,4)[Células taza
anterior Células traza T+ KB
Células traza
Células traza Celulas traza

Células traza
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Aumento de IOP 1(10) 0
Anormahdades pupilares 0 0
Rubeosis 0 1(9,1)
Catarata 0 0
Neblina vitrea 1 (10) —2(18,2)
Prolapso vitreo 0 o0
Flotadores vitreos 4(40) 0
'Hiaolis asteroide 1(10) 0
Arre itraocular 1(10) 0
Hemormaga peripapilar 0 1(9,1)
Desprendimiento del 0 1(91)
pigmento epitelial

1810n anormal 1(10) 0
Fotopaia 1(10) 0
Sensacibn de  cuerpo 1(10) — 2(18,2)
extraflo
Dolor de ojo 1(10) 3213y |
' Blefaroespasmo 0 1.1
Imtacion Ocular 2 20) 1(%,1)
Delicadeza Ocular 0 16.0)

itis Ocular 1(10) 0

Lagnimeo 1(10) 0
Dolor de cabeza 1(10) 0
Rinorrea 0 1(9,1)
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atiga 1(10) 2(18,2)
Debilidad 1(10) 0
Dolor en las articulaciones 0 1(91)
Infeccion en el ftracto 0 1(9,1)

respiratorio superior

Tnfeccidn de vejiga 0 T0O.1)

TABLA 1B. Eventos adversos asociados con la administracién del aptimero anti-
VEGF solo.

Relacion de Evento Adverso Aptamero Anti-VEGF N 10 pacientes

Probablemente:

Flotadores vitreos 4
Inflamacién de la cimara anterior 3
Irritacién ocular 2
Niebla vitrea 1
Aumento de la presién intraocular i
Aire intraocular 1
Hemormagia de la subconjuntiva 1
Inyeccién conjunctival I
Dolor de ojo 1
Edema /eritema del parpado 1
Ojo seco 1
Posiblemente:

Hialosis Asteroide 1
Visién Anormal 1




Fatiga

No relacionado:
Dolor de cabeza
Debilidad

Tabla 1C. Eventos adversos asociados con la administracién del aptamero anti-VEGF y

PDT.

Relacion de evento adverso

Apthmero Anti-VEGF y PDTN (%) 11|

pacientes

 Probablemente:

Ptosis

Inflamacién de la Cémara Anterior
Abrasién de la cémea

Dolor de ojo

Sensacién de cuerpos extrafios
Quemosis

Hemorragia de la subconjuntiva
Prolapso vitreo

N W W A

Pasiblemente:

Fatiga

No relaclonado:

Desprendimiento del pigmento cpitelial
Dolor en las articulaciones

Infeccién en el tracto respimatorio superior

Infeccitn de vejiga
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Dos pacientes eligieron terminar prematuramente su participacion en el estudio.
Un paciente crey6é que su visién no estaba mejorando y no quiso mas inyecciones. El
otro paciente tenia depresién y problemas de transporte. Ambos pacientes retiraron su
consentimiento antes de la tercera y Gltima inyeccién del aptimero. La agudeza visual
en ambos pacientes s¢ mantuvo estable a lo largo de su participacién en el estudio. Un
tercer paciente muri6 antes de la iltima visita.

No se requirié ninguna disminucion de la dosis para ningiin paciente del estudio.
La revisién de las fotografias de color y angiogramas de fluoresceina de estos pacientes
no reveld signos de toxicidad retiniana vascular o coroidal.

De estos pacientes (N=8) que completaron ¢l régimen de tratamiento de 3 meses
del aptimero anti-VEGF solo, el 87,5% estabilizé o mejord la visién y el 25,0% tuvo
una mejora de visién de 3 lineas en el diagrama ETDRS a los 3 meses (Véase Tabla 2).
Tabla 2. Datos visuales de los pacientes con CNV subfovea tratados con el aptdmero
anti-VEGF solo.

 Pacicnte | Linca Dia 8 DR 25 Dia 57 Dia85 | £N°de
N° basal Lineas en

el dia 85

03001 20750 | 20740 | 20740 | 20732 | 20732 2
— 04001 | 207125 | 20/64 | 20/80 | 20780 | 20/80 2
06001 | 207160 | 20/123 | 20/100 | 207125 | FUERA +
07001 | 20/100 { 207100 | 20/64 | 20780 | 20780 )
— 07002 | 207320 | 20/80 | 20/64 | 20/64 | 20750 +8
08001 | 20/123 | 207125 | 207100 | 20/100 | 20/160 -1
— 00001 | 20/300 | 207200 | 20/400 | 207320 | FUERA | +2

(dia 36)

0\
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10-001 207500 | 207640 [ 207500 07400 | 207500 0
10002 | 207200 | 207125 | 207160 | 207160 | 207160 1

10-003 207400 | 207160 | 207160 | 20/160 | 207126 +5

CAMBIO EN LA VISION A LOS 3 MESES
Estabilizads o mejoria 23
mejorada lineas

'EYEQD1
Trutado(N=8) que representa todos los ojos que 87,5% 25,0%
completaron el protocolo

Se trataron once pacientes tanto con el aptamero anti-VEGF como con PDT. En

este grupo de pacientes (N=10) que completd el régimen de tratamiento de 3 meses, el

90% estabilizd o mejord la visién y el 60% mostré una mejoria de 3 lineas de visién

el diagrama ETDRS a los 3 meses (Tabla 3). Estas mejorias de 3 lineas incluyeron

aumentos de +3, +5, +4, +4, +6 y +3 lineas de visiéon ETDRS.

Tabla 3. Datos visuales de pacientes con CNV subfovea tratados con aptimero anti-

VEGF combinado con PDT.
‘Paciente | Linea DiaB [ Dia29 | Dia 37 Diaﬂ_—m_rfme_‘
N° basal repetida | lineas en
el ultimo
periodo
de tiempo
06-011 207320 { 207100 | 207640 | 207200 | NO E:I
06012 207160 [ 207125 | 207125 20/80 | NO +3
OBDIT | 20740 | 20732 | 20720 | 20720 | 20726 | SI +2
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10-01T [20/160 [ 207160 [ 20/160 [ 20/160 | FUERA NO 0

05-011 | 20/100 | 20764 | 20764 | 20764 | 20740 NO +4
12017 | 207160 | 207100 | 267250 | 207200 | 207200 NO -1
06-013 | 207800 | 207640 | 207800 | 207320 | SI +4

02011 | 207300 | 207200 [ 20/160 | 20780 | 207126 | I 6
06014 | 2077100 | 20/80 | 20780 | 20/80 | 207100 [ NO 0
06015 | 207125 | 20740 | 20/64 | 20750 | 20/80 | NO =)
[ 06-012 | 207500 | 207500 | 20/125 | 207320 | 207250 | oI |

CAMBIO EN LA VISION A LOS 3 MESES

Estabilizada o Mejoria 23
mejorada lineas
'EYEOD]
Tratado(N=10) que representa todos los ojos que 90 % 60%
completaron el protocolo
De los pacientes restantes que no mostraron una ganancia de 3 lineas, s0l0 uno

mostrd una pérdida de visién a los 3 meses y este paciente perdid s6lo una linca de
vigidn a este periodo de tiempo. Ningiin paciente en este grupo perdié mis de una linea
de visi6n a los 3 meses.

El tratamiento de PDT repetido a los 3 meses (cuya necesidad sdlo se determiné
por el investigador) se realizd en 4 de 10 ojos (40%) que_participaron en la duracién
completa del estudio.

Otras Configuraciones
Aunque la presente invencién se ha descrito con referencia a configuraciones

preferidas, un especialista en la técnica puede determinar ficilmente sus caracteristicas
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preferidas y, sin alejarse del espiritu y alcance de la misma, puede realizar diversos
cambios y modificaciones de la invencion para adaptaria a diversos usos y afecciones,
Los especialistas en la técnica reconocerin o podrin determinar usando no mas que la
experimentacién habitual, muchos equivalentes a las realizaciones especificas de la
invencién descritas en este documento. Se pretende que tales equivalentes estén
incluidos en el alcance de la presente invencion.

Todas las publicaciones, patentes y solicitudes de patente mencionadas en esta

memoria descriptiva se incorporan en este documento como referencia.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para tratar una enfermedad neovascular ocular,
comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:
(a) administrar a dicho paciente una cantidad eficaz de un aptdmero anti-VEGF; y

(b) proporcionar a dicho paciente fototerapia.

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, donde dicha fototerapia comprende la
terapia fotodindmica (PDT).

3. El procedimiento de la reivindicacién 1, donde dicha fototerapia comprende la
fotocoagulacién térmica con ldser.

4, El procedimiento de la reivindicacién 1, donde dicha enfermedad neovascular
se selecciona entre el grupo compuesto por retinopatia isquémica, neovascularizacién
intraocular, degeneracién macular relacionada con la edad, neovascularizacién de la
cOmea, neovascularizacién retiniana, neovascularizacién coroidal, edema macular
diabético, isquemia retiniana diabética, edema retiniano diabético y retinopatia diabética

proliferativa.

5. El procedimiento de la reivindicacion 4, donde dicha enfermedad neovascular es

la degeneracién macular relacionada con la edad.

6. El procedimiento de la reivindicacién 4, donde dicha enfermedad neovascular es
retinopatia diabética proliferativa.
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7. El procedimiento de la reivindicacién 1, donde dicho aptdmero anti-VEGF
comprende un ligando de dcido nucleico para el factor de crecimiento del endotelio

vascular (VEGF).

8. El procedimiento de la reivindicacién 7, donde dicho ligando de dcido nucleico
VEGF comprende 4cido ribonucleico.

9. El procedimiento de la reivindicacién 7, donde dicho ligando de dcido nucleico
VEGF comprende dcido desoxirribonucleico.

10.  El procedimiento de la reivindicacién 7, donde dicho ligando de écido nucleico
VEGF comprende nucledtidos modificados.

11.  El procedimiento de la reivindicacién 10, donde dicho ligando de dcido nucleico
VEGF comprende nucleétidos 2'F-modificados.

12.  El procedimiento de la reivindicacién 11, donde dicho ligando de écido nucleico
VEGF comprende un polialquilenglicol.

13.  El procedimiento de la reivindicacién 12, donde dicho polialquilenglicol es
polietilenglicol (PEG).

14.  El procedimiento de la reivindicacién 7, donde dicho ligando de dcido nucleico
VEGF comprende écido ribonucleico y dcido desoxirribonucleico.

v
\j
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15. El procedimiento de la reivindicacién 10, donde dicho ligando de dcido nucleico
VEGF comprende nucleétidos 2'-O-metilo modificados (2'-OMe).

16.  El procedimiento de la reivindicacién 10, donde dicho ligando de dcido nucleico
VEGF estd modificado con un resto que disminuye la actividad de endonucleasas o
exonucleasas en el ligando de écido nucleico relativo al ligando de Acido nucleico no
modificado, sin afectar de forma adversa la afinidad de unién de dicho ligando.

17.  El procedimiento de la reivindicacién 16, donde dicho resto comprende un
fosforotioato.

18.  El procedimiento de la reivindicacién 1, donde dicho aptimero anti-VEGF se
administra por inyeccién.

19. El procedimiento de la reivindicacién 1, donde dicha etapa de administracién
comprende introducir un dispositivo en el gjo de dicho paciente, comprendiendo dicho
dispositivo dicho aptimero anti-VEGF.

20. El procedimiento de la reivindicacién 19, donde dicho dispositivo suministra
dicho aptdmero anti-VEGF al ojo por difusion transcleral.

21.  El procedimiento de la reivindicacién 19, donde dicho dispositivo suministra
dicho aptimero anti-VEGF en el humor vitreo del ojo.
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22.  El procedimiento de la reivindicacién 2, donde dicha terapia fotodindmica (PDT)
comprende las etapas de:

(i) suministrar un fotosensibilizador al tejido del ojo de dicho paciente; y

(ii) exponer el fotosensibilizador a la luz que tiene una longitud de onda absorbida por
dicho fotosensibilizador durante un pericdo de tiempo y & una intensidad suficiente para
inhibir la neovascularizacién en dicho tejido ocular.

23. El procedimiento de la reivindicacién 22, donde dicho fotosensibilizador se
selecciona entre el grupo compuesto por derivados de benzoporfirina (BPD),
monoaspartil clorina e6, fialocianina de cinc, etiopurpurina de estaflo, tetrahidroxi
tetrafenilporfirina y porfimer de sodio (PHOTOFRIN®), y porfirinas verdes.

24, El procedimiento de la reivindicaciéon 22, donde dicho fotosensibilizador es un
derivado de la benzoporfirina.

25.  Un procedimiento para tratar una enfermedad neovascular ocular en un paciente,
comprendiendo dicho procedimiento administrar a dicho paciente:

(a)  una cantidad eficaz de un aptkmero anti-VEGF; y

(b) un segundo compuesto capaz de disminuir o prevenir el desarrollo de
neovasculatura no deseada.

26. El procedimiento de la reivindicacién 25, donde dicha enfermedad neovascular
se selecciona entre el grupo compuesto por retinopatia isquémica, neovascularizacién
intraocular, degeneracién macular relacionada con la edad, neovascularizacién de la
comea, neovascularizacién retiniana, neovascularizacién corodial, edema macular
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diabético, isquemia retiniana diabética, edema retiniano diabético y retinopatia diabética

proliferativa.

27.  El procedimiento de la reivindicacién 26, donde dicha enfermedad neovascular

es degeneracién macular relacionada con la edad.

28.  El procedimiento de la reivindicacién 27, donde dicha enfermedad neovascular
es retinopatia diabética proliferativa.

29. El procedimiento de la reivindicacién 25, donde dicho aptdmero anti-VEGF
comprende un ligando de dcido nucleico para el factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF).

30. El procedimiento de 1a reivindicacién 29, donde dicho ligando de 4cido nucleico
VEGF comprende écido ribonucleico.

31. El procedimiento de la reivindicacién 29, donde dicho ligando de écido nucleico
VEGF comprende écido desoxirribonucleico.

32. El procedimiento de la reivindicacién 29, donde dicho ligando de dcido nucleico
VEGF comprende nucleétidos modificados.

33.  El procedimiento de la reivindicacién 32, donde dicho ligando de écido nucleico
VEGF comprende nucleétidos 2'F-modificados.
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34,  El procedimiento de la reivindicacion 33, donde dicho ligando de acido nucleico
VEGF comprende un polialquilenglicol.

35. El procedimiento de la reivindicacion 34, donde dicho polialquilenglicol es
polietilenglicol (PEG).

36. El procedimiento de la reivindicacién 25, donde dicho segundo compuesto

comprende un anticuerpo VEGF.

37.  El procedimiento de la reivindicacién 32, donde dicho ligando de dcido nucleico
VEGF comprende nucleétidos 2'-O-metilo modificados (2'-OMe).

38.  El procedimiento de la reivindicacién 32, donde dicho ligando de dcido nucleico
VEGF estd modificado con un resto que disminuye la actividad de endonucleasas o
exonucleasas en el ligando de dcido nucleico relativo al ligando de dcido nucleico no
modificado, sin afectar de forma adversa a la afinidad de unién de dicho ligando.

39. El procedimiento de la reivindicacién 38, donde dicho resto comprende un

fosforotioato.

40. El procedimiento de la reivindicacién 25, donde dicho aptimero anti-VEGF se

administra por inyeccion.

41. El procedimiento de la reivindicacién 25, donde dicha etapa de administracién
comprende introducir un dispositivo en el ojo de dicho paciente, comprendiendo dicho

\
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dispositivo dicho aptdmero anti-VEGF.

42.  El procedimiento de la reivindicacién 41, donde dicho dispositivo suministra

dicho aptdmero anti-VEGF en el ojo por una difusién transcleral.

43,  El procedimiento de la reivindicacién 41, donde dicho dispositivo suministra
dicho aptdmero anti-VEGF directamente en el humor vitreo del ojo.

44.  Un procedimiento para tratar una enfermedad neovascular ocular en un paciente,
comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:

(@) administrar a dicho paciente una cantidad eficaz de un aptimero anti-VEGF que
inhibe el desarrollo de la neovascularizacidn ocular; y

(b) proporcionar a dicho paciente una terapia que destruya los vasos sanguineos

anormales en el ojo.

45.  El procedimiento de la reivindicacién 44, donde dicho aptimero inhibe un factor

de crecimiento.

46. El procedimiento de la reivindicacién 45, donde dicho factor de crecimiento es
VEGF.

47.  El procedimiento de Ia reivindicacién 46, donde dicho aptdmero es un ligando de
dcido nucleico para VEGF.

48. El procedimiento de la reivindicacién 47, donde dicha terapia es la terapia
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fotodindmica (PDT).

49.  Un procedimiento para tratar una enfermedad neovascular ocular en un paciente,
comprendiendo dicho procedimiento la administracion a un ojo de dicho paciente entre
aproximadamente de 0,3 mg a aproximadamente 3 mg de un ligando de icido nucleico
modificados para VEGF.
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