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DESCRIPCIÓN

Genes del receptor-1 de VEGF soluble modificado y vectores para terapia génica

Antecedentes de la invención5

Campo de la invención

La invención se refiere a genes del receptor-1 de VEGF soluble modificado (también conocido como sFlt1), vectores 
de ácido nucleico que incluyen los genes modificados, cápsidas víricas optimizadas que incluyen los genes 10
modificados, los genes modificados para su uso en los métodos de tratamiento de enfermedades relacionadas con 
neovascularización ocular, tal como degeneración macular.

Análisis de la técnica relacionada
15

Las causas principales de pérdida importante de visión y ceguera son trastornos relacionados con el ojo donde la 
vasculatura del ojo se ve dañada o está insuficientemente regulada. Las enfermedades relacionadas con el ojo que 
comprenden un aspecto de neovascularización son muchas e incluyen, por ejemplo, degeneración macular 
relacionada con la edad exudativa, retinopatía diabética, neovascularización de la córnea, neovascularización 
coroidea, glaucoma neovascular, ciclitis, enfermedad de Hippel-Lindau, retinopatía del prematuro, pterigión, 20
histoplasmosis, neovascularización del iris, edema macular, neovascularización asociada con glaucoma y similares.

El daño de la retina, es decir, el desprendimiento de retina, desgarros de la retina o degeneración retiniana, están 
conectados directamente con la pérdida de visión. Una causa común de desprendimiento de retina, desgarros de la 
retina y degeneración retiniana es neovascularización anómala, que está incontrolada, de diversos tejidos oculares.25

Se ha descubierto que el factor del endotelio vascular (VEGF) es un factor estimulador principal para 
neovascularización de la retina. Es improbable que sea el único factor estimulador, pero es, no obstante, el factor 
clave implicado. El VEGF está regulado por aumento por hipoxia y sus niveles están aumentados en la retina y el 
cuerpo vítreo de pacientes o animales de laboratorio con retinopatías isquémicas. Además, la expresión aumentada 30
de VEGF en fotorreceptores de la retina estimula la neovascularización en la retina y los antagonistas de VEGF 
inhiben la neovascularización de la retina o el iris en modelos animales. Por ejemplo, Lai C.-M. et al., Molecular 
therapy, 2005; vol. 12 (4), 659:668, informó de que la expresión de una forma soluble del receptor de VEGF Flt1 
(sFlt1) está asociada con la regresión de neovascularización en los ojos de animales tratados.

35
Para muchos trastornos relacionados con el ojo, actualmente no hay opciones terapéuticas eficaces disponibles. La 
fotocoagulación láser implica administrar quemaduras láser a diversas áreas del ojo y se usa en el tratamiento de 
muchos trastornos ligados a neovascularización. El tratamiento láser no garantiza que se atenúe la pérdida de 
visión. De hecho, muchos pacientes afectados con degeneración macular relacionada con la edad finalmente 
experimentan pérdida importante de visión a pesar del tratamiento. Otras opciones de tratamiento para trastornos 40
relacionados con el ojo incluyen termoterapia, radioterapia, cirugía, por ejemplo, translocación macular, eliminación 
de tejido ocular en exceso, tratamiento con fármacos y similares. Sin embargo, en la mayoría de los casos, todas las 
opciones de tratamiento disponibles tienen efecto terapéutico limitado, requieren procedimientos costosos repetidos, 
y/o están asociadas con efectos secundarios peligrosos.

45
Dada la prevalencia de los trastornos relacionados con el ojo, sigue existiendo una necesidad de un tratamiento 
profiláctico y terapéutico eficaz de trastornos relacionados con el ojo. Por consiguiente, la invención proporciona 
métodos para conseguir un efecto beneficioso en el ojo, tal como inhibición o reducción de la angiogénesis o 
prevención de la pérdida de células fotorreceptoras. Esta y otras ventajas de la invención llegarán a ser evidentes a 
partir de la descripción detallada proporcionada en este documento.50

Sumario de la invención

La presente invención proporciona un vector para su uso en un método para tratar la neovascularización ocular, que 
comprende suministrar a células diana en el ojo de un sujeto que necesita tratamiento, el vector, que comprende una 55
secuencia promotora unida de forma funcional con una secuencia polinucleotídica que codifica un producto génico 
antiangiogénesis, donde el producto génico antiangiogénesis se expresa en las células diana, para su uso por lo 
tanto en el tratamiento de neovascularización ocular en el sujeto.

Las células son preferiblemente células de la retina, más preferiblemente células epiteliales pigmentadas de la 60
retina, y el vector se suministra preferiblemente a las células diana mediante inyección subretiniana directa.

La presente invención proporciona genes del receptor-1 del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) 
(sFlt1), vectores de ácido nucleico que incluyen los genes modificados, cápsidas víricas optimizadas que incluyen los 
genes modificados y los genes modificados para su uso en métodos, para el tratamiento de enfermedades causadas 65
por neovascularización ocular, tal como degeneración macular.
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En un primer aspecto, la invención se refiere a un gen de sFlt1 optimizado para su uso en el tratamiento de un 
trastorno ocular que causa neovascularización en un sujeto humano, donde el gen optimizado se ha modificado para 
aumentar las secuencias de CG y reducir los motivos en cis respecto a un gen de tipo silvestre, donde el gen 
optimizado se selecciona del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 2 y 8.

5
En un segundo aspecto, la invención se refiere a un vector vírico que comprende el gen optimizado del primer 
aspecto.

En un tercer aspecto, la invención se refiere a un proceso para expresar un péptido sFlt1 optimizado que 
comprende:10
transfectar una célula con polinucleótido que codifica el péptido sFlt1 optimizado para producir una célula 
hospedadora transformada, donde el polinucleótido que codifica el gen de sFlt1 optimizado se ha modificado para 
aumentar las secuencias de CG y reducir los motivos en cis respecto al gen de tipo silvestre, donde el polinucleótido 
que codifica el gen de sFlt1 optimizado se ha seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 2 y 8; y
mantener la célula hospedadora transformada en condiciones biológicas suficientes para la expresión del péptido.15

Un cuarto aspecto de la invención se refiere a una composición farmacéutica que comprende una mezcla de:
un ácido nucleico aislado o purificado que comprende la secuencia de:
SEQ ID NO: 2, 8 o un complemento de las mismas; y
un vehículo farmacéuticamente aceptable.20

En un aspecto alternativo, la presente invención proporciona un vector de expresión que comprende un 
polinucleótido que codifica un gen de sFlt1 optimizado o fragmento del mismo. En una realización, el vector de 
expresión es un vector vírico AVV que incluye la secuencia de AAV1, AAV2 (SEQ ID NO: 22), AAV3, AAV4, AAV5, 
AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV10, AAV11, AAV12 o variantes quiméricas de las mismas tales como la variante 25
AAV2 cápsida 2.5 (SEQ ID NO. 10). Otras secuencias modificadas son la secuencia nucleotídica de cápsida AAV 
1.1 modificada donde el resto de aminoácido 265 está eliminado (SEQ ID NO: 12), la secuencia nucleotídica de 
cápsida AAV 6.1 modificada donde el resto de aminoácido 265 está eliminado (SEQ ID NO: 14), la secuencia 
nucleotídica de cápsida AAV 6.3.1 modificada donde el resto de aminoácidos 265 está eliminado y el resto de 
aminoácido 531 está cambiado de Lys a Glu (SEQ ID NO: 15). La secuencia nucleotídica de la cápsida AAV 1 de 30
tipo silvestre se muestra en (SEQ ID NO: 11) y la secuencia nucleotídica de la cápsida AAV 6 de tipo silvestre se 
expone en (SEQ ID NO: 13).

También se divulga una células hospedadora recombinante transfectada con un polinucleótido que codifica un 
péptido sFlt1 optimizado de la presente invención y seleccionado de una cualquiera de las SEQ ID NO: 2 a 8.35

Otras características y ventajas de la invención serán evidentes a partir de la siguiente descripción detallada, dibujos 
y reivindicaciones.

Breve descripción de las figuras40

La figura 1 muestra las secuencias de ocho secuencias de sFlt1 optimizadas, que son, SEQ ID NO: 1 (sFLT-orf sin 
optimizar), SEQ ID NO: 2 (sFLT-OPT-2 GeneDesign); SEQ ID NO: 3 (sFLT-OPT-3 Genewiz); SEQ ID NO: 4 (sFLT-
OPT-4 DNA2.0); SEQ ID NO: 5 (sFLT-OPT-5 Geneart); SEQ ID NO: 6 (sFLT-OPT-6 IDT); SEQ ID NO: 7 (sFLT-OPT-
7 BlueHeron); SEQ ID NO: 8 (sFLT-OPT8 Genescript); SEQ ID NO: 9 (consenso)45

La figura 2 muestra el aumento de GC de las secuencias de sFlt1 optimizadas respecto a las no optimizadas.

La figura 3 muestra la secuencia de nucleótidos del vector AAV 2.5 quimérico (SEQ ID NO: 10).
50

La figura 4 muestra la secuencia de nucleótidos de la cápsida AAV 1 de tipo silvestre (SEQ ID NO: 11).

La figura 5 muestra la secuencia de nucleótidos de la cápsida AAV 1.1 modificada donde el resto de aminoácido 265 
está eliminado (SEQ ID NO: 12).

55
La figura 6 muestra la secuencia de nucleótidos de la cápsida AAV 6 de tipo silvestre (SEQ ID NO: 13).

La figura 7 muestra la secuencia de nucleótidos de la cápsida AAV 6.1 modificada donde el resto de aminoácido 265 
está eliminado (SEQ ID NO: 14).

60
La figura 8 muestra la secuencia de nucleótidos de la cápsida AAV 6.3.1 modificada donde el resto de aminoácido 
265 está eliminado y el resto de aminoácido 531 está cambiado de Lys a Glu (SEQ ID NO: 15).

La figura 9 muestra las secuencias de vectores, que son los nucleótidos 738 a 1634 de las secuencias definidas en 
las figuras 4 a 8, respectivamente, SEQ ID NO: 16 (AAV1c de tipo silvestre), SEQ ID NO: 17 (AAVc1.1/265 del); 65
SEQ ID NO: 18 (AAV6c de tipo silvestre); SEQ ID NO: 19 (AAV6c.1/265del); y SEQ ID NO: 20 
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(AAV6c.1/265del/K531E) y la secuencia consenso (SEQ ID NO: 21).

La figura 10 muestra los resultados de expresión para sFlt1 para un gen no optimizado y siete (7) genes optimizados 
por diferentes algoritmos de optimización y en comparación con una secuencia génica sin optimizar (SEQ ID NO: 1 a 
8).5

La figura 11 muestra los resultados de expresión para sFlt1 en un medio de suero para tres de los genes 
optimizados y un gráfico que muestra la concentración de las proteínas expresadas en comparación con una 
secuencia génica sin optimizar.

10
La figura 12 muestra los resultados de expresión para sFlt1 para dos de los genes optimizados y un gráfico que 
muestra la concentración de las proteínas expresadas en comparación con una secuencia génica sin optimizar.

La figura 13 muestra fotografías de neovascularización de tejido de la retina cuando se administra la secuencia 
génica sin optimizar (SEQ ID NO: 1) y dos de las secuencias optimizadas (SEQ ID NO: 2 y 8) incluidas en AAV2 15
(SEQ ID NO: 22). El control no incluía secuencias para sFlt1(SEQ ID NO: 23). El gráfico proporciona valores para el 
área media de neovascularización recogidos del agrupamiento de animales de ensayo.

La figura 14 muestra fotografías y la filtración causada por fotocoagulación láser y el aumento en la filtración en el 
control (SEQ ID NO: 23) y la reducción cuando se incluía sFlt1 sin optimizar (SEQ ID NO: 1) durante el periodo de 20
ensayo.

La figura 15 muestra fotografías y la filtración causada por fotocoagulación láser y el aumento en la filtración en el 
control (SEQ ID NO: 23) y la reducción cuando el vector incluía sFlt1 optimizado (Opt-2) (SEQ ID NO: 24, (TR: 20 pb 
- 164 pb, 3518 pb - 3662 pb; promotor CBh: 385 pb - 1199 pb; sFLT-opt2: 1208 pb - 2864 pb; SV40 PoliA: 3281 pb -25
3431 pb)) durante el periodo de ensayo. De forma destacable, cuando el gen de sFlt1 se optimizaba, la reducción en 
el daño o filtración es visible en comparación con los resultados de la figura 14 usando un gen sin optimizar.

La figura 16 muestra fotografías y la filtración causada por fotocoagulación láser y el aumento en la filtración en el 
control (SEQ ID NO: 23, (TR: 20 pb - 164 pb, 3118 bp - 3262 bp; promotor CBh: 385 pb - 1199 pb; ADNc de 30
luciferasa:1212 bp - 2864 bp; SV40 PoliA: 2881 pb - 3031 pb)) y la reducción cuando el vector incluía sFlt1 
optimizado (Opt-8) (SEQ ID NO: 25, )TR: 20 pb - 164 pb, 3518 pb - 3662 pb, promotor CBh: 385 pb - 1199 pb; sFLT-
opt 8: 1208 pb - 2864 pb; SV40 PoliA: 3281 pb - 3431 pb)) durante el periodo de ensayo. De forma destacable, 
cuando el gen de sFlt1 se optimizaba, la reducción en el daño o filtración es visible en comparación con los 
resultados de la figura 14 usando un gen sin optimizar.35

La figura 17 muestra los resultados compilados de las figuras 14-16 y median el área media de CNV en comparación 
con un control (sin gen de sFlt1 SEQ ID NO: 23) en comparación con el gen sin optimizar (SEQ ID NO: 1) y los 
genes optimizados Opt-2 (SEQ ID NO: 24 ) y Opt-8 (SEQ ID NO: 25).

40
La figura 18 muestra los resultados cuando se diluía Opt1 (SEQ ID NO: 1 sin optimizar), Opt-2 (SEQ ID NO: 24) y 
Opt-8 (SEQ ID NO; 25) 1:10 y se administraba al animal de ensayo. El área media de CNV muestra que Opt-2 
mantenía su eficacia en la reducción de CNV en comparación con los genes optimizados Opt-8 y el Opt-1 (sin 
optimizar).

45
La figura 19 muestra la construcción de vector vírico para la expresión de la luciferasa de control como se muestra 
en la SEQ ID NO: 23.

La figura 20 muestra la construcción del vector vírico que incluye la secuencia optimizada para OPT-2, como se 
muestra en la SEQ ID NO: 2450

La figura 21 muestra la construcción del vector vírico que incluye la secuencia optimizada para OPT-8, como se 
muestra en la SEQ ID NO: 25.

Descripción detallada de la invención55

Definiciones

Salvo que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y científicos usados en este documento tienen el 
significado comprendido habitualmente por un experto en la materia a la que pertenece esta invención. La 60
terminología usada en este documento es con el fin de describir realizaciones particulares y divulgaciones 
únicamente y no pretende ser limitante de la invención. Como se usa en la descripción de la invención y en las 
reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un", "una" y "el" "la" pretenden incluir las formas plurales también, 
salvo que el contexto indique claramente lo contrario. Los siguientes términos tienen los significados dados:

65
"AAV Cap" significa proteínas Cap de AAV, VP1, VP2 y VP3 análogos de las mismas.
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"AAV Rep" significa proteínas Rep de AAV y análogos de las mismas.

"AAV TR" significa una secuencia palindrómica, que comprende principalmente secuencias ordenadas de forma 
simétrica complementarias, e incluye análogos de AAV TR nativas y análogos de las mismas.

5
"Biológicamente eficaz" con respecto a una cantidad de un vector vírico es una cantidad que es suficiente para 
provocar una infección (o transducción) y expresión del transgén en una célula diana.

"Motivos en cis" incluye secuencias conservadas tales como las encontradas en o cerca de los extremos de la 
secuencia genómica y reconocidas para el inicio de la replicación; promotores crípticos o secuencias en posiciones 10
internas probablemente usadas para el inicio o terminación de la transcripción.

"Quimérico" significa, con respecto a una cápsida o partícula vírica, que la cápsida o partícula incluye secuencias de 
diferentes parvovirus, preferiblemente diferentes serotipos de AAV, como se describe en Rabinowitz et al., patente 
de Estados Unidos 6.491.907, titulada "Recombinant parvovirus vectors and method of making," concedida el 10 de 15
diciembre de 2002. Una cápsida vírica quimérica particularmente preferida es la cápsida AAV2.5, que tiene la 
secuencia de la cápsida AAV2 con las siguientes mutaciones: 263 Q→A; 265 inserción T; 705 N→A; 708 V→A; y 
716 T→N. donde la secuencia de nucleótidos que expresa dicha cápsida se define como la SEQ ID NO: 8.

"Flanqueado", con respecto a una secuencia que está flanqueada por otros elementos, indica la presencia de uno o 20
más de los elementos flanqueantes anteriores y/o posteriores, es decir, 5' y/o 3', respecto a la secuencia. El término 
"flanqueado" no pretende indicar que las secuencias sean necesariamente contiguas. Por ejemplo, puede haber 
secuencias intermedias entre el ácido nucleico que codifica en transgén y un elemento flanqueante. Una secuencia 
(por ejemplo, un transgén) que está "flanqueado" por otros dos elementos (por ejemplo, TR), indica que un elemento 
está localizado 5' a la secuencia y el otro está localizado 3' a la secuencia; sin embargo, puede haber secuencias 25
intermedias entre ellos.

"Polinucleótido" significa una secuencia de nucleótidos conectada por enlaces fosfodiéster. Los polinucleótidos se 
presentan en este documento en la dirección del 5' al 3'. Un polinucleótido de la presente invención puede ser una 
molécula de ácido desoxirribonucleico (ADN) o molécula de ácido ribonucleico (ARN). Cuando un polinucleótido es 30
una molécula de ADN, esa molécula puede ser un gen o una molécula de ADNc. Las bases nucleotídicas se indican 
en este documento por código de una letra: adenina (A), guanina (G), timina (T), citosina (C), inosina (I) y uracilo (U). 
Un polinucleótido de la presente invención puede prepararse usando técnicas convencionales bien conocidas para 
un experto en la materia.

35
"Transducción" de una célula por un virus significa que hay transferencia de ADN o de ARN de la partícula vírica a la 
célula.

"Transfección" de una célula significa que se introduce el material genético en una célula con el fin de modificar 
genéticamente la célula. La transfección puede conseguirse por una diversidad de medios conocidos en la técnica, 40
tales como transducción o electroporación.

"Polipéptido" abarca tanto péptidos como proteínas, salvo que se indique lo contrario.

"Transgén" se usa en un amplio sentido para indicar cualquier secuencia de nucleótidos heteróloga incorporada en 45
un vector vírico para la expresión en una célula diana y secuencias de control de expresión asociadas, tales como 
promotores. Los expertos en la materia aprecian que las secuencias de control de la expresión se seleccionarán 
basándose en la capacidad de promover la expresión del transgén en la célula diana. Un ejemplo de un transgén es 
un ácido nucleico que codifica un polipéptido terapéutico.

50
"Vector" significa un plásmido o virus recombinante que comprende un polinucleótido a suministrar a una célula 
hospedadora, ya sea in vitro o in vivo.

"Recombinante" significa una entidad genética distinta de la encontrada generalmente en la naturaleza. Aplicado a 
un polinucleótido o gen, esto significa que el polinucleótido es el producto de diversas combinaciones de etapas de 55
clonación, restricción y/o ligamiento, y otros procedimientos que provocan la producción de una construcción que es 
distinta de un polinucleótido encontrado en la naturaleza.

"Homología sustancial" o "similitud sustancial" significa, cuando hace referencia a un ácido nucleico o fragmento del 
mismo, indica, cuando se alinean óptimamente con inserciones o eliminaciones de nucleótidos apropiadas con otro 60
ácido (o su hebra complementaria), que hay identidad de secuencia de nucleótidos en al menos aproximadamente 
un 95 a un 99 % de la secuencia.

"Vector vírico recombinante" significa un vector polinucleotídico recombinante que comprende una o más secuencias 
heterólogas (es decir, secuencia polinucleotídica que no es de origen vírico). En el caso de vectores parvovíricos 65
recombinantes, el polinucleótido recombinante está flanqueado por al menos una, preferiblemente dos, secuencias 
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de repetición terminal invertidas (ITR) que sabe que proporcionan un alto nivel de expresión persistente del ácido 
nucleico.

"Serotipo" con respecto a un vector o cápsida de virus se define por un perfil inmunológico distinto basándose en las 
secuencias de proteína de la cápsida y estructura de la cápsida.5

"Péptido", "polipéptido" y "proteína" se usan indistintamente para indicar un polímero de secuencia de al menos dos 
aminoácidos unidos covalentemente por un enlace amida.

"Homólogo" usado en referencia a péptidos, se refiere a similitud de secuencia de aminoácidos entre dos péptidos. 10
Cuando una posición de aminoácido en los dos péptidos está ocupada por aminoácidos idénticos, son homólogos en 
esa posición. Por tanto, "sustancialmente homólogo" significa una secuencia de aminoácidos que es en gran 
medida, pero no completamente, homóloga y que retiene la mayor parte o toda la actividad de la secuencia a la que 
es homóloga. Como se usa en este documento, "sustancialmente homólogo", como se usa en este documento, 
significa que una secuencia es al menos un 50 % idéntica y preferiblemente al menos un 75 % y más 15
preferiblemente un 95 % homóloga al péptido de referencia. Se incluye modificación adicional de la secuencia 
peptídica, tal como variaciones, deleciones, sustituciones o derivatizaciones menores de la secuencia de 
aminoácidos de las secuencias divulgadas en este documento, siempre que el péptido tenga sustancialmente la 
misma actividad o función que los péptidos sin modificar. Los derivados de un aminoácido pueden incluir, aunque sin 
limitación, trifluoroleucina, hexafluoroleucina, 5,5,5-trifluoroisoleucina, 4,4,4-trifluorovalina, p-fluorofenilalanina, o-20
fluorotirosina, m-fluorotirosina, 2,3-difluorotirosina, 4-fluorohistidina, 2-fluorohistidina, 2,4-difluorohistidina, 
fluoroprolina, difluoroprolina, 4-hidroxiprolina, selenometionina, telurometionina, selenocisteina, selenotriptófanos, 4-
aminotriptófano, 5-aminotriptófano, 5-hidroxitriptófano, 7-azatriptófano, 4-fluorotriptófano, 5-fluorotriptófano, 6-
fluorotriptófano, homoalilglicina, homopropargilglicina, 2-butinilglicina, cis-crotilglicina, alilglicina, deshidroleucina, 
deshidroprolina, ácido 2-amino-3-metil-4-pentenoico, azidohomoalanina, azidoalanina, azidonorleucina, p-25
etinilfenilalanina, p-azidofenilalanina, p-bromofenilalanina, p-acetilfenilalanina y benzofuranilalanina. De forma 
destacable, un péptido modificado retendrá la actividad o función asociada con el péptido sin modificar, el péptido 
modificado generalmente tendrá una secuencia de aminoácidos "sustancialmente homóloga" a la secuencia de 
aminoácidos de la secuencia sin modificar.

30
La invención proporciona ácidos nucleicos modificados que codifican sFlt1 para su uso en el tratamiento de un 
trastorno ocular que causa neovascularización en un sujeto humano. La invención también proporciona 
construcciones de ácido nucleico para dicho uso que incluyen, como parte de su secuencia, el ácido nucleico 
modificado que codifica sFlt1. Por ejemplo, la invención incluye plásmidos y/u otros vectores para el uso indicado 
anteriormente que incluyen la secuencia de sFlt1 modificada junto con otros elementos, tales como elementos 35
reguladores. Además, la invención proporciona un vehículo de suministro de genes empaquetados, tal como un 
cápsida vírica, que incluye la secuencia de sFlt1 modificada para el uso indicado anteriormente. La invención 
también incluye métodos de expresión de sFlt1 suministrando la secuencia modificada a un célula junto con 
elementos necesarios para promover la expresión en la célula. También se divulgan métodos de terapia génica en 
que se administra la secuencia de sFlt1 modificada a un sujeto, por ejemplo, como un componente de un vector y/o 40
empaquetada como un componente de un vehículo de suministro de genes víricos. El tratamiento puede lograrse, 
por ejemplo, para reducir la angiogénesis en tejido de la retina. Cada uno de estos aspectos de la invención se 
analiza adicionalmente en las secciones consiguientes.

Ácido nucleico modificado para la expresión de sFlt145

La invención proporciona una secuencia modificada que codifica sFlt1 para su uso en el tratamiento de un trastorno 
ocular que causa neovascularización en un sujeto humano. La secuencia modificada incluye la secuencia de sFlt1 
nativa que incluye una o más modificaciones de optimización. Los ejemplos de modificaciones de optimización 
incluyen eliminación de uno o más motivos de acción en cis y la introducción de una o más secuencias Kozak. 50
También se divulga que se elimina uno o más motivos de acción en cis y se introduce una o más secuencias Kozak.

Los ejemplos de motivos de acción en cis que pueden eliminarse incluyen secuencias TATA internas; sitios ji; sitios 
de entrada al ribosoma; tramos de secuencia rica en AT y/o rica en GC; elementos de secuencia ARE, INS y/o CRS; 
secuencias repetidas y/o estructuras secundarias de ARN; sitios donadores y/o aceptadores de corte y empalme 55
(crípticos), puntos de ramificación; y Sa1I. Preferiblemente, el contenido de GC se potencia respecto al sFlt1 de tipo 
silvestre y se elimina uno o más motivos de acción en cis. El contenido de GC es preferiblemente al menos de un 20 
a un 90 % mayor que el gen de tipo silvestre. Adicionalmente, el índice de adaptación de codones es preferiblemente 
>75, >80, >85, >90 o >95.

60
La secuencia de sFlt1 modificada también pueden incluir sitios de restricción flanqueantes para facilitar la 
subclonación en un vector de expresión.

La invención incluye un vector de ácido nucleico que incluye la secuencia de sFlt1 modificada y diversos elementos 
reguladores. La naturaleza precisa de los elementos reguladores útiles para la expresión génica variarán de un 65
organismo a otro. En general, incluyen un promotor que dirige el inicio de la transcripción de ARN en la célula de 
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interés. El promotor puede ser constitutivo o estar regulado. Los promotores constitutivos son aquellos que causan 
que un gen unido de forma funcional se exprese esencialmente todo el tiempo. Los promotores regulados son 
aquellos que pueden activarse o desactivarse. Los promotores regulados incluyen promotores inducibles, que 
habitualmente están "inactivos", pero que pueden inducirse para "activarse", y promotores "reprimibles", que 
habitualmente están "activos" pero pueden "inactivarse". Se conocen muchos reguladores diferentes, incluyendo la 5
temperatura, hormonas, citocinas, metales pesados y proteínas reguladoras. Las distinciones no son absolutas; un 
promotor constitutivo a menudo puede estar regulado en algún grado. En algunos casos, puede utilizarse una ruta 
endógena para proporcionar regulación de la expresión del transgén, por ejemplo, usando un promotor que está 
regulado por disminución de forma natural cuando mejora la afección patológica.

10
Los ejemplos de promotores adecuados incluyen promotores adenovíricos, tales como el promotor tardío principal de 
adenovirus; promotores heterólogos, tales como el promotor de citomegalovirus (CMV); el promotor del virus sincitial 
respiratorio; el promotor del virus del sarcoma de Rous (RSV); el promotor de albúmina; promotores inducibles, tales 
como el promotor del virus del tumor mamario de ratón (MMTV); el promotor de metalotioneína; promotores de 
choque térmico; el promotor de α-1-antitripsina; el promotor del antígeno de superficie de hepatitis B; el promotor de 15
transferrina; el promotor de apolipoproteína A-1; y promotores de Flt1 humano. El promotor puede ser un promotor 
específico de tejido, tal como el promotor de albúmina de ratón, que es activo en células de hígado, así como el 
promotor de transtiretina (TTR).

Secuencia de sFlt1 modificada empaquetada20

La secuencia de sFlt1 modificada también puede proporcionarse como un componente de un vector vírico 
empaquetado. En general, los vectores víricos empaquetados incluyen un vector vírico empaquetado en una 
cápsida. Los vectores víricos y las cápsidas víricas se analizan en las secciones consiguientes.

25
Vector vírico

El componente de vector vírico de los vectores víricos empaquetados incluye al menos una secuencia de sFlt1 
modificada y secuencias de control de la expresión asociadas para controlar la expresión de la secuencia de sFlt1 
modificada. El vector vírico puede incluir funciones de acción en cis suficientes para posibilitar la persistencia como 30
formas episómicas o por mecanismos que incluyen la integración de la secuencia de sFlt1 modificada en el genoma 
de una célula diana.

En una realización preferida, el vector vírico incluye una parte de un genoma de parvovirus, tal como un genoma de 
AAV con rep y cap eliminadas y remplazadas por la secuencia de sFlt1 modificada y sus secuencias de control de la 35
expresión asociadas. La secuencia de sFlt1 modificada típicamente se inserta adyacente a uno o dos (es decir, 
flanqueada por) TR de AAV o elementos TR adecuados para la replicación del virus; Xiao et al., J Virol 71; 2: 941-
948 (1997), en el lugar de las ORF de rep y cap víricas. También pueden incluirse otras secuencias reguladoras 
adecuadas para su uso en la facilitación de la expresión específica de tejido de la secuencia de sFlt1 modificada en 
la célula diana.40

El vector vírico puede ser cualquier construcción de ácido nucleico adecuada, tal como una construcción de ADN o 
ARN y puede ser monocatenaria, bicatenaria o de dúplex.

Cápsida vírica45

El componente de cápsida vírica de los vectores víricos empaquetados puede ser una cápsida de parvovirus. Se 
prefieren cap de AAV y cápsidas quiméricas. Los ejemplos de componentes de cápsida vírica de parvovirus 
adecuados son componentes de la cápsida de la familia Parvoviridae, tal como un parvovirus autónomo o un 
Dependovirus. Por ejemplo, la cápsida vírica puede ser una cápsida de AAV (por ejemplo, cápsida de AAV1, AAV2, 50
AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV10, AAV11 o AAV12; un experto en la materia sabrá que 
probablemente hay otras variantes aún no identificadas que realizan la misma función o similar), o puede incluir 
componentes de dos o más cápsidas de AAV. Un complemento completo de las proteínas Cap AAV incluye VP1, 
VP2 y VP3. La ORF que comprende secuencias de nucleótidos que codifican proteínas de la cápsida VP de AAV 
pueden comprender menos de un complemento completo de las proteínas Cap de AAV o puede proporcionarse el 55
complemento completo de las proteínas Cap de AAV.

Una o más de las proteínas Cap de AAV puede ser una proteína quimérica, que incluye secuencias de aminoácidos 
de Cap de AAV Caps de dos o más virus, preferiblemente dos o más AAV, como se describe en Rabinowitz et al., 
patente de Estados Unidos 6.491.907, titulada "Recombinant parvovirus vectors and method of making," concedida 60
el 10 de diciembre de 2002. Por ejemplo, la cápsida del virus quimérico puede incluir una proteína Cap de AAV1 o 
subunidad y al menos una Cap de AAV2 o subunidad. La cápsida quimérica puede incluir, por ejemplo, una cápsida 
de AAV con una o más subunidades de Cap de B19 de parvovirus humano, por ejemplo, una proteína Cap de AAV o 
subunidad puede remplazarse por una proteína Cap de B19 o subunidad. Por ejemplo, en una realización preferida, 
puede remplazarse la subunidad Vp3 de la cápsida de AAV por la subunidad Vp2 de B19.65
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Producción de vector vírico empaquetado

También se divulgan células de empaquetado que pueden cultivarse para producir vectores víricos empaquetados 
de la invención. Las células de empaquetado generalmente incluyen células con (1) una o más funciones de vector 
vírico heterólogo, (2) una o más funciones de empaquetado y (3) una o más funciones auxiliares. Cada una de estas 5
funciones de los componentes se analiza en las secciones consiguientes.

Funciones del vector vírico

Las células de empaquetado incluyen funciones de vector vírico, junto con funciones de empaquetado y vector. Las 10
funciones del vector vírico típicamente incluyen una parte de un genoma de parvovirus, tal como un genoma de AAV, 
con rep y cap eliminadas y remplazadas por la secuencia de sFlt1 modificada y sus secuencias de control de la 
expresión asociadas. Las funciones del vector vírico incluyen suficientes secuencias de control de la expresión para 
provocar la replicación del vector vírico para el empaquetado. Típicamente, el vector vírico incluye una parte de un 
genoma de parvovirus, tal como un genoma de AAV con rep y cap eliminadas y remplazadas el transgén y sus 15
secuencias de control de la expresión asociadas. El transgén típicamente está flanqueado por dos TR de AAV, en el 
lugar de las ORF de rep y cap víricas eliminadas. Se incluyen secuencias de control de la expresión apropiadas, 
tales como un promotor específico de tejido y otras secuencias reguladoras adecuadas para su uso en facilitar la 
expresión específica de tejido del transgén en la célula diana. El transgén típicamente es una secuencia de ácido 
nucleico que puede expresarse para producir un polipéptido terapéutico o un polipéptido marcador. El vector vírico 20
puede ser cualquier construcción de ácido nucleico adecuada, tal como una construcción de ADN o ARN y puede 
ser monocatenaria, bicatenaria o de dúplex.

Las funciones del vector vírico pueden proporcionarse adecuadamente como moldes de vector en dúplex, como se 
describe en la publicación de patente de Estados Unidos n.º 2004/0029106 de Samulski et al. Los vectores en 25
dúplex son polinucleótidos autocomplementarios (sc) diméricos (típicamente, ADN). Por ejemplo, el ADN de los 
vectores en dúplex puede seleccionarse para formar una estructura de horquilla bicatenaria debido al 
emparejamiento de bases entre hebras. Ambas hebras de los vectores de ADN en dúplex pueden empaquetarse 
dentro de una cápsida vírica. El vector en dúplex proporciona una función comparable a vectores víricos de ADN 
bicatenario y puede aliviar la necesidad de que la célula diana sintetice ADN complementario al genoma 30
monocatenario normalmente encapsidado por el virus.

Las TR (resolubles y no resolubles) seleccionadas para su uso en los vectores víricos son preferiblemente 
secuencias de AAV, siendo preferidos los serotipos 1, 2, 3, 4, 5 y 6. Las TR de AAV resolubles no necesitan tener 
una secuencia de TR de tipo silvestre (por ejemplo, una secuencia de tipo silvestre puede alterarse por inserción, 35
eliminación, truncamiento o mutaciones de sentido erróneo), siempre que la TR medie las funciones deseadas, por 
ejemplo, empaquetado del virus, la integración y/o el rescate de provirus, y similares. Las TR pueden ser secuencias 
sintéticas que funcionan como repeticiones terminales invertidas de AAV, tales como la "secuencia de doble-D" 
como se describe en la patente de Estados Unidos n.º 5.478.745 de Samulski et al. Típicamente, pero no 
necesariamente, las TR son del mismo parvovirus, por ejemplo, ambas secuencias TR son de AAV2.40

Las funciones de empaquetado incluyen componentes de la cápsida. Los componentes de la cápsida son 
preferiblemente de una cápsida de parvovirus, tal como una cápsida de AAV o una función de cápsida de AAV 
quimérica. Los ejemplos de componentes de cápsida vírica de parvovirus adecuados son componentes de la 
cápsida de la familia Parvoviridae, tal como un parvovirus autónomo o un Dependovirus. Por ejemplo, los 45
componentes de la cápsida pueden seleccionarse de cápsidas de AAV, por ejemplo, AAV1-AAV12 y otras cápsidas 
novedosas aún no identificadas o de fuentes de primates no humanos. Los componentes de la cápsida pueden 
incluir componentes de dos o más cápsidas de AAV, que proporcionan un AAV quimérico.

También se divulga que una o más de las proteínas de la cápsida VP es una proteína quimérica, que comprende las 50
secuencias de aminoácidos de dos o más virus, preferiblemente dos o más AAV, como se describe en Rabinowitz et 
al., patente de Estados Unidos 6.491.907, titulada "Recombinant parvovirus vectors and method of making," 
concedida el 10 de diciembre de 2002.

Por ejemplo, la cápsida del virus quimérico puede incluir una región de cápsida de un virus adenoasociado (AAV) y 55
al menos una región de la cápsida de un virus B19. La cápsida quimérica puede incluir, por ejemplo, una cápsida de 
AAV con una o más subunidades de la cápsida de B19, por ejemplo, una subunidad de la cápsida de AAV puede 
remplazarse por una subunidad de la cápsida de B19. Por ejemplo, se divulga que la subunidad VP1, VP2 o VP3 de 
la cápsida de AAV puede remplazarse por la subunidad VP1, VP2 o VP3 de B19. Como otro ejemplo, la cápsida 
quimérica puede incluir una cápsida de AAV de tipo 2 en que se ha remplazado la subunidad VP1 de tipo 2 por la 60
subunidad VP1 de una cápsida de AAV de tipo 1, 3, 4, 5 o 6, preferiblemente una cápsida de tipo 3, 4 o 5. Como 
alternativa, el parvovirus quimérico tiene una cápsida de AAV de tipo 2 en que se ha remplazado la subunidad VP2 
de tipo 2 por la subunidad VP2 de una cápsida de AAV de tipo 1, 3, 4, 5 o 6, preferiblemente una cápsida de tipo 3, 4 
o 5. Asimismo, se prefieren parvovirus quiméricos en que la subunidad VP3 de un AAV de tipo 1, 3, 4, 5 o 6 (más 
preferiblemente, de tipo 3, 4 o 5) está sustituida con la subunidad VP3 de una cápsida de AAV de tipo 2. Como una 65
alternativa adicional, se prefieren parvovirus quiméricos en que dos de las subunidades de AAV de tipo 2 están 
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remplazadas por las subunidades de un AAV de un serotipo diferente (por ejemplo, AAV de tipo 1, 3, 4, 5 o 6). En 
parvovirus quiméricos ejemplares de acuerdo con esta divulgación, las subunidades VP1 y VP2, o VP1 y VP3, o VP2 
y VP3 de una cápsida de AAV de tipo 2 se remplazan por las subunidades correspondientes de un AAV de un 
serotipo diferente (por ejemplo, AAV de tipo 1, 3, 4, 5 o 6). Asimismo, también se divulga que el parvovirus quimérico 
tiene una cápsida de AAV de tipo 1, 3, 4, 5 o 6 (preferiblemente la cápsida de tipo 2, 3 o 5) en que se ha remplazado 5
una o dos subunidades con las de un AAV de un serotipo diferente, como se describe anteriormente para AAV de 
tipo 2.

El vector vírico empaquetado generalmente incluye la secuencia de sFlt1 modificada y las secuencias de control de 
la expresión flanqueadas por elementos TR suficientes para provocar el empaquetado del ADN del vector y la 10
posterior expresión de la secuencia de sFlt1 modificada en la célula transducida. Las funciones del vector vírico 
pueden suministrarse a la célula, por ejemplo, como un componente de un plásmido o un amplicón. Las funciones 
del vector vírico pueden existir de forma extracromosómica dentro de la línea celular y/o pueden integrarse en el 
ADN cromosómico de las células.

15
Puede emplearse cualquier método de introducción de la secuencia de nucleótidos que porte las funciones del 
vector vírico en un hospedador celular para la replicación y empaquetado, incluyendo, aunque sin limitación, 
electroporación, precipitación con fosfato de calcio, microinyección, liposomas catiónicos o aniónicos y liposomas en 
combinación con una señal de localización nuclear. En realizaciones donde las funciones del vector vírico se 
proporcionan por transfección usando un vector vírico; pueden usarse métodos convencionales para producir 20
infección vírica.

Funciones de empaquetado

Las funciones de empaquetado incluyen genes para la replicación y empaquetado del vector vírico. Por tanto, por 25
ejemplo, las funciones de empaquetado pueden incluir, según lo necesario, funciones necesarias para la expresión 
del gen vírico, replicación del vector vírico, rescate del vector vírico del estado integrado, expresión del gen vírico y 
empaquetado del vector vírico en una partícula de virus. Las funciones de empaquetado pueden suministrarse juntas 
o por separado a la célula de empaquetado usando una construcción genética tal como un plásmido o un amplicón. 
Las funciones de empaquetado pueden existir de forma extracromosómica dentro de la célula de empaquetado, pero 30
preferiblemente se integran en el ADN cromosómico de la célula. Los ejemplos incluyen genes que codifican las 
proteínas Rep y Cap de AAV.

Funciones auxiliares
35

Las funciones auxiliares incluyen elementos víricos auxiliares necesarios para establecer una infección activa de la 
célula de empaquetado, que es necesaria para iniciar el empaquetado del vector vírico. Los ejemplos incluyen 
funciones derivadas de adenovirus, baculovirus y/o virus del herpes suficientes para provocar el empaquetado del 
vector vírico. Por ejemplo, Las funciones auxiliares de adenovirus típicamente incluirán los componentes de 
adenovirus E1a, E1b, E2a, E4 y ARN VA. Las funciones de empaquetado pueden suministrarse por infección de la 40
célula de empaquetado con el virus requerido. Las funciones de empaquetado pueden suministrarse juntas o por 
separado a la célula de empaquetado usando una construcción genética tal como un plásmido o un amplicón. Las 
funciones de empaquetado pueden existir de forma extracromosómica dentro de la célula de empaquetado, pero 
preferiblemente se integran en el ADN cromosómico de la célula.

45
Puede emplearse cualquier función de virus auxiliar adecuada. Por ejemplo, cuando las células de empaquetado son 
células de insecto, el baculovirus puede servir como virus auxiliar. También puede usarse virus del herpes como 
virus auxiliar en métodos de empaquetado de AAV. Los virus del herpes híbridos que codifican la proteína o 
proteínas Rep de AAV pueden facilitar de forma ventajosa esquemas de producción de vector de AAV más 
dimensionables.50

Puede emplearse cualquier método de introducción de la secuencia de nucleótidos que porte las funciones auxiliares 
en un hospedador celular para la replicación y empaquetado, incluyendo, aunque sin limitación, electroporación, 
precipitación con fosfato de calcio, microinyección, liposomas catiónicos o aniónicos y liposomas en combinación 
con una señal de localización nuclear. En realizaciones donde las funciones auxiliares se proporcionan por 55
transfección usando un vector vírico o infección usando un virus auxiliar; pueden usarse métodos convencionales 
para producir infección vírica.

Célula de empaquetado
60

Puede emplearse cualquier célula permisiva o de empaquetado adecuada conocida en la técnica en la producción 
del vector vírico empaquetado. Las células de mamífero o las células de insecto son preferidas. Los ejemplos de 
células útiles para la producción de células de empaquetado en la práctica de la invención incluyen, por ejemplo, 
líneas celulares humanas, tales como VERO, WI38, MRC5, A549, células 293, B-50 o cualquier otra célula HeLa, 
HepG2, Saos-2, HuH7 y líneas celulares HT1080.65
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Las líneas celulares preferidas para su uso como célula de empaquetado son líneas celulares de insecto. Cualquier 
célula de insecto que permita la replicación de AAV y que pueda mantenerse en cultivo puede usarse de acuerdo 
con la presente invención. Los ejemplos incluyen Spodoptera frugiperda, tales como líneas celulares Sf9 o Sf21, 
líneas celulares de Drosophila spp. o líneas celulares de mosquito, por ejemplo, líneas celulares derivadas de Aedes 
albopictus. Una línea celular preferida es la línea celular Sf9 de Spodoptera frugiperda. Las siguientes referencias se 5
refieren al uso de células de insecto para la expresión de polipéptidos heterólogos, métodos de introducción de 
ácidos nucleicos en dichas células y métodos de mantenimiento de dichas células en cultivo: Methods in Molecular 
Biology, ed. Richard, Humana Press, NJ (1995); O'Reilly et al., Baculovirus Expression Vectors: A Laboratory 
Manual, Oxford Univ. Press (1994); Samulski et al., J. Vir. 63:3822-8 (1989); Kajigaya et al., Proc. Nat'l. Acad. Sci. 
USA 88: 4646-50 (1991); Ruffing et al., J. Vir. 66:6922-30 (1992); Kimbauer et al., Vir. 219:37-44 (1996); Zhao et al., 10
Vir. 272:382-93 (2000); y Samulski et al., patente de Estados Unidos n.º 6.204.059.

Durante la producción, las células de empaquetado generalmente incluyen una o más funciones del vector vírico 
junto con funciones auxiliares y funciones de empaquetado suficientes para provocar la replicación y empaquetado 
del vector vírico. Estas diversas funciones pueden suministrarse juntas o por separado a la célula de empaquetado 15
usando una construcción genética tal como un plásmido o un amplicón, y pueden existir de forma extracromosómica 
dentro de la línea celular o integrarse en los cromosomas de la célula.

Las células pueden dotarse de una o más de las funciones indicadas ya incorporadas, por ejemplo, una línea celular 
con una o más funciones de vector incorporadas de forma extracromosómica o integradas en el ADN cromosómico 20
de la célula, una línea celular con una o más funciones de empaquetado incorporadas de forma extracromosómica o 
integradas en el ADN cromosómico de la célula o una línea celular con funciones auxiliares incorporadas de forma 
extracromosómica o integradas en el ADN cromosómico de la célula.

sFlt1 de la invención para su uso en métodos de tratamiento25

El gen de sFlt1 modificado puede ser para su uso en terapia génica de enfermedades de neovascularización ocular, 
tal como degeneración macular. Un individuo puede necesitar terapia génica para tratamiento clínico de la 
angiogénesis en la retina. Además, la presente invención puede incluir tratamiento de pérdida visual causada por 
edema macular y evidente en sujetos con diabetes, uveítis y después de cirugía de cataratas.30

En realizaciones particulares, la presente invención proporciona una composición farmacéutica que comprende un 
vector de la presente invención que incluye un gen modificado de sFlt1 en un vehículo farmacéuticamente aceptable 
y/u otros agentes medicinales, agentes farmacéuticos, vehículos, adyuvantes, diluyentes, etc. Para inyección, el 
vehículo típicamente será un líquido. Para otros métodos de administración, el vehículo puede ser sólido o líquido. 35
Para la administración por inhalación, el vehículo será respirable y estará preferiblemente en forma de partículas 
sólidas o líquidas. Como medio de inyección, se prefiere usar agua que contiene los aditivos habituales para 
soluciones de inyección, tales como agentes estabilizantes, sales o solución salina, y/o tampones.

Los vehículos farmacéuticamente aceptables ejemplares incluyen agua apirógena estéril y solución salina 40
tamponada con fosfato apirógena estéril. Los vehículos fisiológicamente aceptables incluyen vehículos 
farmacéuticamente aceptables. Los vehículos farmacéuticamente aceptables son aquellos que no son indeseables 
biológicamente o de otro modo, es decir, el material puede administrarse a un sujeto sin causar efectos biológicos 
indeseables que contrarrestan los efectos biológicos ventajosos del material.

45
Puede usarse una composición farmacéutica, por ejemplo, en la transfección de una célula ex vivo o en la 
administración de un vector vírico o célula directamente a un sujeto.

Los vectores de virus recombinante que comprenden el gen modificado de sFlt1 se administran preferiblemente a la 
célula en una cantidad biológicamente eficaz. Si el vector vírico se administra a una célula in vivo (por ejemplo, el 50
virus se administra a un sujeto como se describe a continuación), una cantidad biológicamente eficaz del vector 
vírico es una cantidad que es suficiente para provocar la transducción y expresión del transgén en una célula diana y 
en una cantidad para reducir la cantidad de VEGF.

También se divulga un método de tratamiento de sujetos in vivo con el vector que contiene genes modificados. La 55
administración del vector a un sujeto humano o un animal que lo necesita puede ser por cualquier medio conocido 
en la técnica para administrar vectores víricos.

Los modos ejemplares de administración incluyen administración intravenosa, subcutánea, intradérmica, 
intramuscular e intraarticular y similares, así como inyección directa al tejido u órgano, como alternativa, inyección 60
intratecal, intramuscular directa, intraventricular, intravenosa, intraperitoneal, intranasal o intraocular. Las sustancias 
inyectables pueden prepararse en formas convencionales, como soluciones líquidas o suspensiones, formas sólidas 
adecuadas para disolución o suspensión en un líquido antes de la inyección o como emulsiones. Como alternativa, 
se puede administrar el virus de una manera local en lugar de sistémica, por ejemplo, en una formulación de 
depósito o de liberación sostenida.65
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Las dosificaciones del vector vírico de la invención con el gen sFlt1 modificado dependerán del modo de 
administración, la enfermedad o afección a tratar, el estado del sujeto individual, el vector vírico particular y el gen a 
suministrar, y pueden determinarse de una manera rutinaria. Las dosis ejemplares para conseguir efectos 
terapéuticos son títulos de virus de al menos aproximadamente 105, 106, 107, 108, 109, 1010, 1011, 1012, 1013, 1014, 
1015 unidades de transducción o más, preferiblemente de aproximadamente 108-1013 unidades de transducción, aún 5
más preferiblemente de 1012 unidades de transducción.

El gen de sFlt1 modificado puede administrarse como componentes de una molécula de ADN que tiene elementos 
reguladores apropiados para su expresión en las células diana. El gen de sFlt1 modificado puede administrarse 
como componentes de plásmidos víricos, tales como vectores de rAAV. Las partículas víricas pueden ser para su 10
uso para su administración como partículas víricas en solitario, ya sea como un suministro directo in vivo a la 
vasculatura de la porta o para su uso como un tratamiento ex vivo que comprende administrar las partículas víricas 
de vector in vitro a células del animal que recibe tratamiento seguido por la introducción de las células transducidas 
de nuevo en el donador.

15
Ejemplos

Expresión de las proteínas

Las secuencias génicas optimizadas novedosas y únicas de las SEQ ID NO: 2 a 8 se crearon por siete métodos 20
diferentes y distintos de optimización y después se expresaron posteriormente. Como se muestra en la figura 10, las 
diferentes secuencias proporcionaron resultados muy diferentes en tres ensayos diferentes usados para determinar 
el nivel de expresión de proteínas. Usando la secuencia génica sin optimizar como control para el ensayo 
ELISA/Luc, entonces cada secuencia génica optimizada expresó diferentes cantidades de la proteína sFlt1 
específica. Por tanto, las secuencias optimizadas son cada una novedosas y no se sabe claramente la que 25
proporcionará la cantidad óptima de la proteína sFlt1 expresada.

La figura 11 proporciona una indicación adicional de la diversidad de diferentes secuencias génicas optimizadas y la 
expresión de las mismas, donde la SEQ ID NO: 8 (GeneScript) proporcionó la máxima concentración de expresión. 
Además, debe apreciarse que el medio usado para la expresión de las proteínas es diferente del usado en la figura 30
10.

Usando AAV2 que porta los genes optimizados frente a la secuencia codificante de sFlt1 de tipo silvestre, se realizó 
un análisis de expresión paralelo in vitro (figura 12) y se usó ELISA para determinar la cantidad total de proteína 
sFlt1. Basándose en estos estudios está claro que los genes de sFlt1 optimizados, que son la SEQ ID NO: 2 y la 35
SEQ ID NO: 8, expresaban significativamente más producto de proteínas sFlt1 en comparación con la secuencia 
codificante sin optimizar cuando se suministraban a la misma dosis.

Ensayo in vivo
40

De forma destacable, puede usarse retina de ratón como herramienta para investigar las condiciones en que el 
desarrollo vascular normal queda desequilibrado, dando lugar a enfermedades que ponene en riesgo la capacidad 
de visión, como sucede en retinopatía humana del prematuro (ROP). Por tanto, el modelado satisfactorio de ROP 
humano en este modelo animal puede replicar las fases ROP incluyendo neovascularización (NV)—junto con 
algunas de las complicaciones más frecuentes como filtración vascular. Se indujo retinopatía inducida por oxígeno 45
(OIR) en los ratones de ensayo por exposición a niveles aumentados de oxígeno durante aproximadamente cuatro 
días después del nacimiento y después se volvió al contenido normal de oxígeno de aproximadamente un 20 %. En 
P4, se inyectaron tres vectores específicos en los ojos de los ratones de ensayo en una cantidad de 
aproximadamente 0,5 microlitros usando una aguja puntiaguda. También se incluyó un grupo de control donde no se 
administró ninguna inyección. Los vectores incluían AAV2 - sFlt1 sin optimizar (SEQ ID NO: 1), AAV2-OPT-2 (SEQ 50
ID NO: 2, GeneDesign) y AAV2-OPT-8 (SEQ ID NO: 8, GeneScript) y un control donde no se introdujo sFlt1. En P17 
se midieron los diferentes niveles de concentración de sFlt1 expresado retirando los ojos donde se diseccionó la 
retina y se cortó radialmente en cuatro cuadrantes y se montaron para examen por fluorescencia. Se determinó el 
área neovascular total respecto a la retina total y después se comparó con el control.

55
La figura 13 muestra que el uso de AAV2-gen de sFlt1 sin optimizar (SEQ ID NO: 1) mostró un área media de 
neovascularización de aproximadamente 0,4 mm2 mientras que el control (sin sFLT1) fue de aproximadamente 
1,1 mm2. Usando el vector AAV2-Opt-2 (SEQ ID NO: 2) se encontró que el gen optimizado expresaba más sFlt1 y 
esto evidente porque el área media de neovascularización se redujo hasta 0,1 mm2 mientras que el control mostró 
un área media de neovascularización de aproximadamente 1,00 mm

2
. Usando el vector AAV2-Opt-8 (SEQ ID NO: 8) 60

proporcionó una expresión aumentada de sFlt1 y un área media de neovascularización de aproximadamente 
0,09 mm2 con un control de aproximadamente 0,85 mm2. Claramente los genes optimizados que expresan sFlt1 
proporcionaron niveles aumentados de expresión, que causan una reducción sorprendente e inesperada en el área 
de neovascularización de tejido de la retina y en la intensidad de fluorescencia.

65
También se descubrió que la terapia génica con sFlt1 optimizado mediada por AAV de la presente invención redujo 
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y/o previno la neovascularización de la coroides inducida por láser (CNV) en ratones. Lo anterior describe vectores 
de AAV2, que son AAV2 - sFlt1 sin optimizar(SEQ ID NO: 1), AVV2-OPT-2 (SEQ ID NO: 2, GeneDesign) y AAV2-
OPT-8 (SEQ ID NO: 8, GeneScript) y un control donde no se introdujo sFlt1 por suministro subretiniano en una 
cantidad de aproximadamente 0,5 microlitros. Dos semanas después, se realizó fotocoagulación por láser en los 
ojos de los ratones para crear un modelo para CNV. Siete días después del tratamiento con láser se sacrificó a los 5
ratones y se retiraron sus pupilas. Se tomaron fotografías después de la administración intraperitoneal de FITC-GSA-
Lectina como tinte. Las figuras 14, 15 y 16 mostraron que la fotocoagulación por láser causaba filtración tanto en los 
controles como en los ojos tratados con vector de AVV2, sin embargo, las filtraciones se redujeron en los ojos a los 
que se había inyectado AAV2-sFlt1 optimizado. De forma importante, en los controles es evidente que la filtración 
aumentaba mientras que los dos ojos con tratamiento optimizado (figuras 15 y 16) mostraron una reducción de la 10
filtración durante el periodo de observación. AAV-2-Opt-8 mostró la máxima reducción en la filtración durante el 
periodo de observación (1.ª semana, 2.ª semana y 3.ª semana), como se muestra en la figura 16.

La figura 17 muestra el área media de CNV para las diferentes agrupaciones de vectores de AAV2 (construcciones 
del vector vírico de las figuras 20 y 21) en comparación con el control (construcciones del vector vírico de la figura 15
19) donde el grupo de ensayo incluye cinco ratones para cada resultado. Claramente, la expresión por los genes 
AAV2-Opt2 y AAV2-Opt8 mostró la máxima reducción en el área afectada por CNV a causa de una cantidad 
reducida de filtración.

El ensayo anterior se realizó de nuevo donde las soluciones, incluyendo los vectores de AAV2, se diluyeron 10 20
veces y los resultados del ensayo respecto a la filtración y el área media de CNV se muestran en la figura 18. Los 
tres vectores mostraron algo de inhibición de CNV, sin embargo, AAV2-Opt2 aun mostraba efectos de inhibición 
sustanciales.

LISTADO DE SECUENCIAS25

<110> Asklepios Biopharmaceutical, Inc.
Samulski, Richard J.

<120> Genes del receptor-1 de VEGF soluble modificado y vectores para terapia génica30

<130> 014860.022 PCT

<150> 61/782,450
<151> 14/03/201335

<160> 26

<170> PatentIn versión 3.5
40

<210> 1
<211> 2067
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

45
<220>
<223> Construcción sintética

<400> 1
50
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<210> 25
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<211> 2067
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Construcción sintética

<400> 2

10
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<210> 3
<211> 2067
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

10
<400> 3
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<210> 4
<211> 2067
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

10
<400> 4
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<210> 5
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<211> 2067
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Construcción sintética

<400> 5

10
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<210> 6
<211> 2067
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

10
<400> 6
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<210> 7
<211> 2067
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

10
<400> 7
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<210> 8
<211> 2067
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

10
<400> 8
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<210> 9
<211> 2012
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

10
<400> 9
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<210> 10
<211> 2211
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Construcción sintética

<400> 10
5
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<210> 11
<211> 2211
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

10
<400> 11
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<210> 12
<211> 2208
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

10
<400> 12
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<210> 13
<211> 2211
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

10
<400> 13
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<210> 14
<211> 2208
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Construcción sintética

<400> 14
5
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<210> 15
<211> 2208
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

10
<400> 15
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<210> 16
<211> 897
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

10
<400> 16

E14775545
24-04-2018ES 2 667 209 T3

 



32

<210> 17
<211> 894
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

10
<400> 17

<210> 1815
<211> 897
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Construcción sintética

<400> 18

25
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<210> 19
<211> 894
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

10
<400> 19

<210> 2015
<211> 894
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Construcción sintética

<400> 20
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<210> 21
<211> 187
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

10
<400> 21

<210> 2215
<211> 2208
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Construcción sintética

<400> 22

25
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<210> 23
<211> 6001
<212> ADN5
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

5
<400> 23
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<210> 24
<211> 6401
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

10
<400> 24
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<210> 25
<211> 6401
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construcción sintética

10
<400> 25
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<210> 26
<211> 687
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<400> 26

10
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REIVINDICACIONES

1. Un gen de sFlt1 optimizado para su uso en el tratamiento de un trastorno ocular que causa neovascularización en 
un sujeto humano, en el que el gen optimizado se ha modificado para aumentar las secuencias de CG y reducir los 
motivos en cis respecto a un gen de tipo silvestre, en el que el gen optimizado se selecciona del grupo que consiste 5
en las SEQ ID NO: 2 y 8.

2. Un vector vírico que comprende el gen optimizado de la reivindicación 1.

3. El vector vírico de acuerdo con la reivindicación 2, en el que el vector vírico se selecciona de cápsidas de AAV1, 10
AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV10, AAV11 o AAV12.

4. El gen optimizado para su uso de acuerdo con la reivindicación 1, en el que el gen optimizado es la SEQ ID NO: 8.

5. Un proceso de expresión de un péptido sFlt1 optimizado que comprende:15
transfectar una célula con polinucleótido que codifica el péptido sFlt1 optimizado para producir una célula 
hospedadora transformada, en el que el polinucleótido que codifica el gen sFlt1 optimizado se ha modificado para 
aumentar las secuencias de CG y reducir los motivos en cis respecto a un gen de tipo silvestre, en el que el 
polinucleótido que codifica el gen sFlt1 optimizado se ha seleccionado entre el grupo que consiste en las SEQ ID 
NO: 2 y 8; y20
mantener la célula hospedadora transformada en condiciones biológicas suficientes para la expresión del péptido.

6. El proceso de la reivindicación 5, en el que la célula es una célula de la retina.

7. Una composición farmacéutica que comprende una mezcla de:25
un ácido nucleico aislado o purificado que comprende la secuencia de:
SEQ ID NO: 2, 8 o un complemento de las mismas; y
un vehículo farmacéuticamente aceptable.
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Número Nombre clase % de contenido de GC

sFLT-OPT-8 GeneScript 1 51

sFLT-OPT-2 Gene Design 2 63

sFLT-OPT-4 DNA2.0 3 50

sFLT-OPT-5 GeneArt 4 58

sFLT-OPT-6 IDT 5 47

sFLT-OPT-7 BlueHeron 6 49

sFLT-OPT-3 Genewiz 7 54

1 sin optimizar 8 43

Figura 2
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Figura 3
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cápsida de AAV1

Figura 4
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cápsida de AAV1/265del

Figura 5
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cápsida de AAV6

Figura 6
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cápsida de AAV6/265del

Figura 7

ES 2 667 209 T3

 



68

cápsida de AAV6/265del/K531E

Figura 8
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