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DESCRIPCION
Composiciones y procedimientos de visualizacion del vitreo
Campo de la invencion

La invencion se refiere a composiciones que comprenden un péptido de union a hialuronano (HA) y al uso de las
mismas para inyeccion en el humor vitreo de ojos de mamiferos, al uso de las mismas durante la cirugia oftalmica,
por ejemplo, durante una vitrectomia, y al uso de las mismas como biosensores.

Antecedentes de lainvencion

En el ojo, la cavidad entre el cristalino y la retina esta llena de una sustancia transparente y gelatinosa denominada
cuerpo vitreo, humor vitreo o vitreo. Tiene un volumen fijo y relativamente permanente. El humor vitreo es 99 % de
agua, con la mayor parte del 1 % restante compuesto por sales (sodio, cloruro, bicarbonato, etc.), colageno y
hialuronano (acido hialurénico). El colageno y el hialuronano dan al vitreo una consistencia gelatinosa y una alta
viscosidad. La superficie externa del vitreo normalmente se adhiere débilmente a la retina y al cuerpo ciliar, con una
unioén algo mas estrecha en la macula, en la periferia mas alejada de la retina, cerca de la ora serrata, y en la pars
plana del cuerpo ciliar. En condiciones patoldgicas, tales como el desprendimiento de retina regmatdgeno, el agujero
macular, el sindrome de traccion vitreomacular y la vitreoretinopatia proliferativa, la unién del vitreo a la retina media
o facilita el dafio a la retina. Por ejemplo, a medida que el vitreo envejece, su colageno se contrae (en un proceso
denominado sinéresis vitrea) y la contraccion puede producir traccién en la retina, induciendo finalmente un desgarro
u agujero en la retina y un consiguiente desprendimiento de retina o un agujero macular. Como otro ejemplo, la
adherencia puede funcionar como un andamio para la proliferacién fibrosa, fibrovascular o fibroglial que emana de la
retina, en un proceso denominado vitreorretinopatia proliferativa. Las membranas fibrosas en la vitreorretinopatia
proliferativa pueden contraerse y causar desgarros retinianos, agujeros retinianos y desprendimientos de retina, todo
lo cual puede conducir a la ceguera.

Los pacientes que padezcan estas y otras enfermedades mediadas por vitreo puede beneficiarse de un procedimiento
quirdrgico conocido como vitrectomia. La vitrectomia también puede constituir una etapa en el curso de otros tipos de
cirugia de la retina. Los ejemplos incluyen la vitrectomia que generalmente acompafia a la eliminacion de cuerpos
extrafios que pueden haber entrado en el cuerpo vitreo de manera traumatica o iatrogénica, o la vitrectomia que
acomparia a la inyeccion de un vector de terapia génica debajo de la retina, o la vitrectomia realizada en ojos con
endoftalmitis infecciosa a fin de eliminar microorganismos y hacer espacio para la inyeccién de antibioticos. Sin
embargo, el procedimiento quirdrgico de la vitrectomia en si puede producir complicaciones.

Para ser Optimamente eficaces, muchos procedimientos quirdrgicos de la retina, tales como la extraccion de
membranas epirretinianas, requieren la diseccion completa del vitreo lejos de la retina. La transparencia del vitreo
hace que resulte dificil para el cirujano visualizar y, por lo tanto, eliminar el vitreo por completo. Un cirujano que realiza
una vitrectomia puede no estar totalmente seguro de si la superficie posterior del vitreo (denominada haloide posterior)
se encuentra completamente separada de la retina y si se ha logrado una vitrectomia completa. Mientras el cirujano
intenta la extraccion completa del vitreo cerca de la retina, puede cortar de manera accidental la retina y crear asi
defectos o agujeros retinianos iatrogénicos o posiblemente extraer elementos neurales insustituibles y esenciales para
la vision. Se han descrito muchas técnicas quirdrgicas que intentan ayudar al cirujano en la extraccién del haloide
posterior durante la vitrectomia. Estas incluyen el uso de diferentes canulas, forceps o dispositivos de corte vitreo con
succion activa o pasiva aplicados para enganchar y separar el haloide posterior de la retina. Ryan y col. han descrito
el uso de sangre aut6loga inyectada para mejorar la visualizacion del vitreo cortical durante la separacion del haloide
posterior. Ninguna de estas técnicas resulta totalmente satisfactoria. Por ejemplo, la instilacion de sangre en el vitreo
presenta varios inconvenientes: la sangre se dispersa en la cavidad vitrea y es probable que oculte la visualizacion de
la retina durante la vitrectomia, al tiempo que tiene el potencial de provocar inflamaciéon postoperatoria y
vitreorretinopatia proliferativa.

El documento WO 2014/011813 Al describe complejos que comprenden péptidos de union a hialuronano (HA)
(HABP), que se unen a HA (de alto PM). Tales péptidos pueden estar etiquetados, por ejemplo, con un marcador
fluorescente. Las formulaciones incluyen inyecciones para la aplicacion en el ojo y depésitos para la implantacién en
el ojo, por ejemplo, por via intravitreal.

El documento WO 2013/063155 A2 describe composiciones de péptidos de union a hialuronano (HA), que pueden
conjugarse con un resto detectable y usarse en la formacion de imagenes in vivo, por ejemplo, en fluorescencia o
bioluminiscencia. Las HABP etiquetadas se usan para determinar si un sujeto podra ser tratado con un agente anti-
hialuronano.

El documento WO 2012/135432 A2 describe colorantes vitales para su uso en, por ejemplo, cromovitrectomia. Los
colorantes se proporcionan como una solucidon, que puede hacerse mas viscosa mediante la adicion de éacido
hialurénico como vehiculo. Los colorantes vitales se pueden usar intraoperatoriamente para la tincion selectiva de
tejidos oculares, tales como el vitreo durante la cirugia vitreorretiniana
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En resumen, el dafio iatrogénico a la retina constituye todavia una reconocida potencial complicacion de la vitrectomia.
Todavia existe la necesidad de un procedimiento de extraccién quirdrgica del vitreo con mayor exactitud, precision e
integridad, de modo que se puedan minimizar las complicaciones, asi como la incomodidad, las molestias y los gastos
para el paciente. Por lo tanto, son deseables procedimientos y agentes que permitan mejorar la visualizacion del vitreo
durante un procedimiento quirdrgico y, por lo tanto, garanticen la precision del procedimiento, para lograr mejores
resultados funcionales y anatémicos.

Sumario de la invencion
La invencion se dirige a:

(1) Una composicion que comprende un péptido de unién a hialuronano (HA) enlazado a un resto épticamente
detectable para su uso en la visualizacién del vitreo mediante la inyeccion de la composicion en un ojo en una
cantidad eficaz para hacer que el vitreo resulte visible para la correccion quirdrgica y la extraccion del vitreo para
la correccién quirargica de un trastorno ocular.

(2) Una composicion para su uso en la visualizacion del vitreo mediante la inyeccién de la composicién en el ojo
de un mamifero, que comprende una formulacion inyectable de un péptido de unién a hialuronano (HA) enlazado
a un resto épticamente detectable como agente de delineacién vitrea en una cantidad eficaz para hacer que el
vitreo resulte visible para un cirujano, en la que el péptido comprende una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en:

a) SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8
y SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 y SEQ ID NO: 13; 0

b) 95 aminoacidos consecutivos de la secuencia SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 9, SEQID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12
y SEQ ID NO: 13.

(3) Una composicion oftadlmica para su uso en la visualizacion del vitreo mediante la inyeccion de la composicion
en el ojo de un mamifero, que comprende un péptido de unién a hialuronano (HA) enlazado a un resto 6pticamente
detectable en una cantidad eficaz para hacer que el vitreo resulte visible cuando se genera una sefial por parte del
resto detectable, en la que el péptido comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en:

a) SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8
y SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12y SEQ ID NO: 13; 0

b) 95 aminoacidos consecutivos de la secuencia SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8y SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQID NO: 11, SEQ ID NO: 12
y SEQ ID NO: 13

(4) La composicion del punto (1), (2) o (3), en la que el resto Opticamente detectable es luminiscente,
fotoluminiscente, electroluminiscente, bioluminiscente, quimioluminiscente, fluorescente, fosforescente o es un
cromoforo.

(5) La composicién del punto (4), en la que el resto Opticamente detectable es un material quimiosensor
fluorescente.

(6) La composicion del punto (1), (2) o (3), en la que dicha composicion comprende ademas un agente terapéutico
0 un agente de diagnéstico.

(7) La composicion del punto (6), en la que dicho agente terapéutico es un agente antiinfeccioso, un agente
inmunosupresor, un agente antiproliferativo, un agente antiangiogénico, un agente de curacion de heridas, un
agente cicatrizante, o combinaciones de los mismos.

(8) La composicion del punto (2) o (3), en la que dicha composicion es inerte.

(9) La composicion del punto (1), en la que dicha composicién se formula como una vesicula seleccionada del
grupo que consiste en un liposoma y una microesfera.

(10) La composicién del punto (1), en la que dicha composicion tiene una formulacion seleccionada del grupo que
consiste en una solucién, una emulsién y una suspension.

(11) La composicion para el uso del punto (1) destinada a ser inyectada antes de una vitrectomia o durante la
misma.
(12) Un procedimiento de coloracion del vitreo del ojo de un mamifero en el que se ha inyectado la composicion
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del punto (3), que comprende la aplicacion de una fuente de energia al 0jo para la generacion de una sefal por
parte del resto detectable.

(13) El procedimiento del punto (12), en el que la fuente de energia es una luz o un laser.

(14) Un procedimiento de monitorizacion de un analito en el vitreo del ojo de un mamifero en el que se ha inyectado
la composicién del punto (3), que comprende la deteccién de una sefial generada por parte del resto detectable.

Estos y otros aspectos de la invencién resultaran evidentes a partir de las siguientes figuras y la descripcion detallada.
Breve descripcion de las figuras

LA FIGURA 1 muestra el cambio de fluorescencia relativa en relacion con el tiempo, especialmente en el cuerpo
vitreo de ojos de conejo después de la administracién IVT de 2,5 ug de una composicion de la invencién de (valor
medio, n = 6 0jos).

LA FIGURA 2 demuestra el cambio de fluorescencia relativa en relacion con el tiempo, especialmente en el cuerpo
vitreo de ojos de conejo después de la administracion IVT de 5 pug de una composicion de la invencion (valor medio,
n = 6 0jos).

LA FIGURA 3A es una foto del ojo de un conejo antes de la inyeccién en el mismo de una composicion de la
invencion.

LA FIGURA 3B es una foto del ojo de un conejo utilizando imagenes de autofluorescencia de gran angular y un 80
% de ganancia antes de la inyeccion en el mismo de una composicion de la invencion.

LA FIGURA 4A es una foto del ojo de un conejo utilizando imagenes de autofluorescencia de gran angular y un 80
% de ganancia 16 horas después de la inyeccion en el mismo de 2,5 pg de una composicion de la invencion.

LA FIGURA 4B es una foto del ojo de un conejo utilizando imagenes de autofluorescencia de gran angular y un 80
% de ganancia 16 horas después de la inyeccion en el mismo de 5 pg de una composicién de la invencion

LA FIGURA 5A es una foto del ojo de un conejo utilizando imagenes de autofluorescencia de gran angular y un 80
% de ganancia 24 horas después de la inyeccion en el mismo de 2,5 ug de una composicion de la invencion.

LA FIGURA 5B es una foto del ojo de un conejo utilizando imagenes de autofluorescencia de gran angular y un 80
% de ganancia 24 horas después de la inyeccion en el mismo de 5 pg de una composicion de la invencion.

LA FIGURA 6A es una foto del ojo de un conejo utilizando imagenes de autofluorescencia de gran angular y un 80
% de ganancia 48 horas después de la inyeccion en el mismo de 2,5 ug de una composicion de la invencion.

LA FIGURA 6B es una foto del ojo de un conejo utilizando imagenes de autofluorescencia de gran angular y un 80
% de ganancia 48 horas después de la inyeccion en el mismo de 5 pg de una composicion de la invencion.

LA FIGURA 7A es una foto del ojo de un conejo utilizando imagenes de autofluorescencia de gran angular y un 80
% de ganancia 72 horas después de la inyeccion en el mismo de 2,5 pg de una composicién de la invencion.

LA FIGURA 7B es una foto del ojo de un conejo utilizando imagenes de autofluorescencia de gran angular y un 80
% de ganancia 72 horas después de la inyeccion en el mismo de 5 pg de una composicién de la invencion.

Descripcion detallada

Las composiciones que comprenden un péptido de union a hialuronano (HA) enlazado a un resto épticamente
detectable se proporcionan como una composicion de delineacién vitrea (para facilitar la cirugia ocular), como una
composicion de sensor (para monitorizar y evaluar la presencia de un analito deseado en el vitreo) y como una
composicion de evaluacion del pH intravitreo.

Se divulga el uso de una o mas composiciones de delineacion vitrea que comprenden un péptido de union a
hialuronano (HA) enlazado a un resto épticamente detectable para mejorar la visualizacién del vitreo durante la cirugia
de tratamiento de un trastorno ocular estructural. La delineacion del vitreo ayuda al cirujano en la separacion del
haloide posterior y la extraccion completa del vitreo durante un procedimiento, tal como una vitrectomia pars plana.
La composicioén se introduce en el vitreo y se une al hialuronano en el ojo a través del humor vitreo, aumentando la
visualizacién del vitreo en todo momento. El agente visible de delineacién vitrea proporcionado, por ejemplo, como
una solucion, suspensién o emulsion, se difunde a través del vitreo en el transcurso de unas pocas horas. Al hacerlo,
el vitreo pasa a estar en marcado contraste con el fondo del ojo y permite al cirujano distinguir claramente el vitreo de
la retina. La localizacion de la composicion al vitreo y no a la retina se debe a la afinidad de la composicién por el



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2730 398 T3

hialuronano y a la concentracion mucho mayor de hialuronano en el vitreo en comparacion con la retina o cualquier
otra estructura ocular. De hecho, la concentracion de acido hialurénico en el vitreo (de 0,1 a 0,4 mg/ml) es mayor que
en casi cualquier otro tejido del cuerpo humano. La composicién de delineacion es preferiblemente un agente inerte
gue carece de actividad farmacolégica, lo que lo convierte en seguro, y no esta asociado con toxicidad o reacciones
adversas antes o durante una cirugia. La composicion se administra en el ojo mediante inyeccién. Se difunde a través
del vitreo y forma complejos reversibles con hialuronano en el vitreo. Debido a que la composicién puede estar
coloreada o de otro modo ser épticamente reconocible (por ejemplo, de forma innata o detectable al entrar en contacto
con una fuente de energia), delinea o demarca el vitreo y, en efecto, "ilumina" el humor vitreo mediante una sefial
visible generada por el resto 6pticamente detectable en las condiciones apropiadas. Esto mejora la visualizacion del
vitreo y su haloide posterior por parte del cirujano. En ciertas realizaciones, la composicion de delineacion vitrea de la
invencion puede visualizarse de forma episddica o transitoria en cualquier momento durante la cirugia y a voluntad del
cirujano mediante la aplicacion por parte del cirujano o del ayudante quirdrgico de una fuente de energia tal que la
composicion muestre propiedades fluorescentes. En ciertas realizaciones, la composicion de delineacion vitrea de la
invencion se puede visualizar continuamente, durante el curso de una cirugia.

En ciertas realizaciones, la composicion de la invencion puede hacerse visible para el cirujano durante la cirugia. Por
ejemplo, la composicidn se inyecta antes de la cirugia o durante la misma, y se puede usar una fuente de energia (tal
como una luz) para excitar un resto épticamente detectable de la composicion de la invencién haciendo asi que el
resto muestre propiedades fluorescentes. La visualizacion puede realizarse a simple vista o con la ayuda de
instrumentos, tales como un microscopio quirdrgico, dependiendo del resto utilizado en la composicién de la invencion.

Un experto en la materia puede determinar facilmente una sustancia detectable adecuada como resto 6pticamente
detectable basandose en el uso previsto de la composicion de la invencién. Por ejemplo, en un procedimiento
quirargico de la invencién, se puede preferir una composicién que comprenda un resto fluorescente, permitiendo asi
que un cirujano visualice el vitreo a voluntad al encender una fuente de energia luminosa con una longitud de onda y
una intensidad determinadas a fin de excitar la sustancia para visualizar el vitreo en cualquier momento durante una
cirugia, y apagar la fuente de energia luminosa para que la composicién no sea visible cuando asi se requiera durante
el procedimiento quirdrgico. Si el cirujano extrajera el vitreo como parte del procedimiento (es decir, durante una
vitrectomia), el agente desapareceria junto con el vitreo. Las regiones de la cavidad vitrea con vitreo residual podrian
reconocerse con facilidad y el cirujano podria prestar atencién a esas areas. La ausencia completa de color o la
fluorescencia del vitreo indicarian que la vitrectomia fue completa.

Las concentraciones vitreas de los farmacos se correlacionan con sus concentraciones en sangre, siendo las
correlaciones dependientes de las propiedades fisicoquimicas de los farmacos (por ejemplo, su solubilidad y
lipofilicidad). Los especialistas forenses a veces miden los niveles de farmacos o toxinas en el vitreo como sustituto
de las mediciones en sangre (véase, por ejemplo, Knittel et al., 2009, J. Anal. Toxicol. 33:434-438). Por consiguiente,
la composicién de sensor de la invencién tal como se describe en el presente documento puede utilizarse para medir
los cambios metabdlicos y farmacologicos en el ojo y en el cuerpo una vez que residen en el vitreo. La composicion
de la invencién puede utilizarse para evaluar y monitorizar in vivo farmacos y/o metabolitos en el vitreo,
proporcionando, de este modo, "biosensores" de larga duracién en el vitreo que proporcionan una sefial visual
correlacionada con un compuesto quimico de interés. Las composiciones de la invencién se pueden usar, por ejemplo,
para permitir repetidas mediciones in vivo en animales, con lo que se reduce el nimero de animales utilizados
normalmente para tales estudios y se mejora la precisién de las mediciones, ya que se puede realizar un seguimiento
longitudinal de cada ojo a lo largo del tiempo.

Composiciones

En ciertas realizaciones, la invencién proporciona una composicion que comprende un péptido de unién a hialuronano
(HA) enlazado a un resto 6pticamente detectable para su uso tal como se define en la reivindicacion 1.

Adicionalmente, la composicion de la invencidon puede comprender un agente terapéutico y/o una sustancia inerte
ademas de un péptido de unién a HA con un resto épticamente detectable.

Tal como se usa en el presente documento, el término "agente terapéutico” se refiere a un compuesto, tal como una
proteina, un acido nucleico o una pequefa molécula, de utilidad en el tratamiento, la prevencion o la mejora de una
enfermedad, afeccidn o trastorno. Ejemplos no limitantes de un agente terapéutico Gtil en la composicién de la
invencion incluyen un agente antiinfeccioso, un agente inmunosupresor, un agente antiproliferativo, un agente
antiangiogénico, un agente de curacién de heridas y un agente cicatrizante. También pueden incluirse en la
composicion de la invencién combinaciones de los mismos.

Tal como se usa en el presente documento, el término "sustancia inerte" se refiere a una sustancia que es quimica y
farmacoldgicamente inactiva en el ojo, incluyendo, pero sin limitarse a, una microesfera vacia o un liposoma vacio.
Una sustancia inerte Util en una composicién de la invencion es una sustancia que es visible o puede hacerse visible
durante el procedimiento quirdrgico. Se puede usar una combinacién de agentes terapéuticos y sustancias inertes (por
ejemplo, una microesfera o un liposoma que contenga cualquiera de los agentes terapéuticos anteriores).
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La composicion de la invencion puede comprender ademas un agente de diagnéstico. El agente de diagnéstico se
puede utilizar para detectar, evaluar y/o monitorizar la progresion de un trastorno o enfermedad ocular.

Restos Opticamente detectables

Tal como usa en el presente documento, un "resto épticamente detectable” es cualquier sustancia que puede
detectarse cuando se expone a ciertas condiciones, y puede ser un agente de contraste. En ciertas realizaciones, el
resto Opticamente detectable es Iluminiscente, fotoluminiscente, electroluminiscente, bioluminiscente,
quimioluminiscente, fluorescente o fosforescente, o es un croméforo. Por ejemplo, un resto fluorescente puede
excitarse mediante la exposiciéon a una fuente de energia (por ejemplo, una luz) que tenga una longitud de onda e
intensidad especificas, permitiendo asi que se visualice la composicion de la invencion, por ejemplo, mediante el uso
de un microscopio quirargico con filtros determinados, tales como los que se conocen en la técnica. Un agente de
contraste es una sustancia que es opaca, por ejemplo, a la luz visible, o que de otra manera es visiblemente
diferenciable del vitreo bajo ciertas condiciones (por ejemplo, a la luz visible).

Las sustancias detectables adecuadas para su uso en la composicién de la invencion incluyen, pero no se limitan a,
diversas enzimas, tales como, entre otras, peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa o
acetilcolinesterasa; grupos protésicos, tales como, entre otros, estreptavidina/biotina y avidina/biotina; materiales
fluorescentes, tales como, entre otros, umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina,
diclorotriazinilamina fluoresceina, cloruro de dansilo o ficoeritrina; materiales luminiscentes, tales como, entre otros,
luminol; materiales bioluminiscentes, tales como, entre otros, luciferasa, luciferina y aequorina; materiales radioactivos,
tales como, entre otros, yodo (131l, 125I, 1231 y 121I), carbono (14C), azufre (35S), tritio (3H), indio (115In, 113In,
112Iny 111In), tecnecio (99Tc), talio (201Ti), galio (68Ga, 67Ga), paladio (103Pd), molibdeno (99Mo), xenén (133Xe),
fldor (18F), 153Sm, 177Lu, 159Pd, 149Pm, 140La, 175YB , 166Ho, 90Y, 47Sc, 186Re, 188Re, 142 Pr, 105Rh, 97Ru,
68Go, 57Co, 65Zn, 85Sr, 32P, 153Gd, 169Yb, 51Cr, 54Mn, 75Se, 113Sn y 117Tin; materiales fosforescentes, tales
como, entre otros, pigmentos como el sulfuro de zinc o el aluminato de estroncio; moléculas halocrémicas que cambian
de color segun el pH, tales como, entre otras, la fenolftaleina; y metales emisores de positrones que utilizan diversas
tomografias de emisién de positrones e iones metalicos paramagnéticos no radiactivos.

Ademas, en la composicion de la invencién puede usarse una sustancia coloreada como resto 6pticamente detectable.
Tal como se usa en el presente documento, una "sustancia coloreada" preferiblemente no tiene bioactividad, y esta
presente en una dosis suficientemente baja para mantener la visualizacion del fondo de ojo cuando se inyecta en el
0jo. Los ejemplos de sustancias coloreadas que se pueden usar en la composicidn de la invencién incluyen particulas
de acido polilactico y acido polilactico.

En ciertas realizaciones, un péptido de unién a HA esta enlazado a una molécula halocrémica, y es (til para determinar
el pH en el ojo de un mamifero de forma no invasiva e in vivo. Las moléculas halocromicas cambian de color de
acuerdo con el pH de su entorno. En una realizacién preferida, la molécula halocrémica puede cambiar de color, y por
lo tanto es detectable, en el intervalo de pH fisiolégico de aproximadamente 7,0 a 7,6. Una Unica inyeccion intravitrea
de la composicion de la invencion se puede usar para realizar repetidas mediciones del pH intraocular en el transcurso
de horas, dias y semanas mediante la verificacion del color del vitreo en los puntos temporales deseados.

En ciertas otras realizaciones, un péptido de unién a HA esta enlazado a un material quimiosensor fluorescente. Tales
composiciones de sensor son Utiles para monitorizar la presencia de una especie quimica deseada tal como se
describe, por ejemplo, en Basabe-Desmonts y col., 2007, Chemical Society Reviews 36:993-1017.

Los materiales quimiosensores adecuados incluyen, pero no se limitan a, polimeros fluorescentes, materiales sol-gel,
materiales mesoporosos, agregados de tensioactivos, silice y nanoparticulas basadas en polimeros y puntos
cudnticos.

La composicion de sensor de la invencién puede estar disefiada para medir cualquier compuesto deseado, tal como
un farmaco terapéutico y metabolitos fisiolégicos. Dichos sensores pueden ser Utiles para monitorizar y evaluar la
presencia de ciertas moléculas durante dias, semanas y meses después de la inyeccion en el ojo o después de la
entrada en el ojo desde la sangre o desde tejidos pericoulares como la conjuntiva o los tejidos orbitales, siempre que
el sensor esta enlazado a un péptido como HA10 que media un largo tiempo de residencia en el vitreo, tal como se
describe en el presente documento. Para monitorizar la fluorescencia de la composicion de sensor de la invencion, se
pueden usar técnicas oOpticas estandar, tales como, entre otras, un instrumento fluorofotdmetro, La deteccién de los
niveles vitreos de los materiales detectados deseados se puede usar para monitorizar y evaluar los procesos oculares,
asi como procesos en otras partes del cuerpo, tales como el estado metabdlico de un paciente o la exposicion a
farmacos sistémicos o farmacos administrados localmente. La composicion de sensor de la invencion también puede
ser (til en medicina personalizada para el control terapéutico de medicamentos tal como se describe, por ejemplo, en
Griss y col., 2014, Nature Chemical Biology, publicado en linea el 8 de junio de 2014, DOI: 10.1038/NCHEMBIO.1554,
cuyos contenidos se incorporan por referencia en su totalidad. Las composiciones también son (tiles en investigacién
para monitorizar el estado fisiolégico de un animal durante las manipulaciones experimentales.

Por consiguiente, la invencion proporciona un procedimiento de monitorizacién de los analitos en el ojo. Dichos
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procedimientos son (Utiles, por ejemplo, para facilitar los estudios farmacocinéticos de farmacos terapéuticos
inyectados en el ojo, aplicados tépicamente al ojo, 0 que llegan al ojo a través de la administracion sistémica.

Etiquetas peptidicas de unién a hialuronano (HA)

El término "hialuronano”, "acido hialurénico” o "HA" se refiere a una glicosamina polimérica grande que contiene
unidades de disacaridos de N-acetil glucosamina y acido glucurénico que se encuentra en la matriz extracelular y en
las superficies celulares. El hialuronano se describe con mas detalle en J. Necas, L. Bartosikova, P. Brauner, J. Kolar,
Veterinarni Medicina, 53, 2008 (8): 397-411.

El término "hialdherina" y las expresiones "proteinas de unioén a hialuronano” o "proteinas de unién a HA" se refieren
a una proteina o una familia de proteinas que se unen a hialuronano. En la técnica se conocen ejemplos de proteinas
putativas de union a HA (Day, y col. 2002 J Bio.Chem 277: 7, 4585y Yang, y col. 1994, EMBO J 13: 2, 286-296) (por
ejemplo: Link, CD44, RHAMM, Aggrecan, Versican, HA sintasa bacteriana, colageno VI y TSG-6). Muchas proteinas
putativas de unién a HA, y fragmentos peptidicos, contienen un dominio estructural comin de ~100 aminoacidos de
longitud implicados en la unién a HA; el dominio estructural se conoce como "dominio LINK" (Yang, y col. 1994, EMBO
J 13: 2, 286-296 y Mahoney, y col. 2001, J Bio.Chem 276: 25, 22764-22771). Por ejemplo, el dominio LINK de TSG-
6, una proteina de unién a HA, incluye los residuos de aminoacidos 36-128 de la secuencia TSG-6 humana.

En ciertas realizaciones, una composicion de la invenciéon para su uso tal como se define en la reivindicacion 1
comprende al menos un péptido de union a hialuronano (HA) que se une especificamente a hialuronano en el ojo. El
hialuronano esta presente en el cuerpo en varios tamafios en muchos 6rganos de los tejidos. Por ejemplo, el ojo
humano y el liquido sinovial contienen las concentraciones mas altas de hialuronano con 0,14-0,338 mg/ml en el vitreo
y 1,42-3,6 mg/ml en las articulaciones, respectivamente, mientras que otros tejidos y fluidos contienen concentraciones
mucho mas bajas de hialuronano, como el suero, en el que las concentraciones de hialuronano son de 0,00001-0,0001
mg/ml (Laurent y Fraser, 1986 Ciba Found Symp. 1986; 124: 9-29). El hialuronano no ocular consiste principalmente
en polimeros de bajo peso molecular que se degradan y se renuevan rapidamente. En humanos, el hialuronano tiene
una vida media de 2,5 a 5 minutos en sangre (Fraser JR, Laurent TC, Pertoft H, Baxter E. Biochem J. 1981, 15 de
noviembre; 200(2):415-24). En contraste, el hialuronano ocular consiste principalmente en polimeros de alto peso
molecular (> 0,5 X 10”5 Dalton) y tiene una velocidad de renovacion mas lenta de dias o semanas (Laurent y Fraser,
Exp. Eye Res. 1983; 36, 493-504). Debido a estas diferencias en el tamafio y la renovacién del hialuronano en el ojo,
el hialuronano en el ojo serviria como un andamio de liberacién sostenida para proteinas intravitreas y acidos nucleicos
enlazados a un péptido de union a HA.

Las proteinas putativas de uniéon a hialuronano se han descrito en la técnica (J. Necas, L. Bartosikova, P. Brauner, J.
Kolar. Veterinarni Medicina, 53, 2008 (8): 397-411); algunos ejemplos son la proteina del gen 6 inducible por factor de
necrosis tumoral (TSG6), el receptor de la motilidad mediada por hialuronano (RHAMM), el antigeno CD44, la proteina
4 del enlace de hialuronano y proteoglicano, la proteina del nicleo de neurocan, la atabilina-2 y la proteina glial de
unién a hialuronato humana. Sin embargo, los dominios de unién a HA de diferentes proteinas putativas de unién a
hialuronano que se sometieron a prueba no se unieron a HA, y no lograron aumentar la vida media ocular de proteinas
0 acidos nucleicos unidos a los péptidos putativos de unién a HA. La presente invencion se basa en el descubrimiento
sorprendente de que los péptidos que se unen eficazmente a HA en el ojo. Este descubrimiento provocé el
descubrimiento secundario de que su uso delinearia el vitreo cuando se enlazada a un resto 6pticamente detectable
apropiado y, por lo tanto, seria adecuado para facilitar la cirugia ocular en la que es ventajoso visualizar el vitreo, tal
como durante una vitrectomia, o para su uso como biosensores de larga duracion en el vitreo del ojo.

En ciertos aspectos de la invencion, la etiqueta peptidica se une a HA en el ojo con una KD menor o igual a 100 uM,
90 puM, 80 pM, 70 puM, 60 pM, 50 pM, 40 pM, 30 uM, 20 pM, o 10 uM. En particular, una composicion de la invencién
puede unirse a HA en el ojo con una KD menor o igual a 9,0 uM, menor o igual a 8,5 uM, menor o igual a 8,0 uM,
menor o igual a 7,5 uM, menor o igual a 7,0 uM, menor o igual a 6,5 uM, menor o igual a 6,0 uM, menor o igual a 5,5
MM, menor o igual a 5,0 uM, menor o igual a 4,5 uM, menor que o igual a 4,0 uM, menor o igual a 3,5 UM, menor o
igual a 3,0 uM, menor o igual a 2,5 pM, menor o igual a 2,0 uM, menor o igual a 1,5 uM, menor o igual a 1,0 uM, menor
o igual a 0,5 uM, o menor o igual a 100 nM. En aspectos mas especificos, por ejemplo, el péptido se une a HA en el
ojo con una KD menor o igual a 8,0 uM, menor o igual a 7,2 uM, menor o igual a 6,0 pM, o menor o igual a 5,5 uM. En
algunos aspectos de la invencion, el péptido que se une a HA tiene un dominio LINK. En ciertos otros aspectos de la
invencion, el dominio LINK es un dominio LINK TSG-6. Se pueden utilizar versiones modificadas del péptido que
también resisten la escision proteolitica y/o la glicosilacién, o que facilitan la fabricacion de los péptidos. Mas
especificamente, la invencion puede incluir un péptido que se une, o es capaz de unirse, a HA que comprende una
secuencia SEQ ID NO: 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, o 13. Se contempla que el péptido que comprende una
secuencia SEQID NO: 1, 2, 3,4,5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12 0 13 se une, 0 es capaz de unirse, a HA en el ojo de un
sujeto. Se contempla que el péptido puede ser cualquiera de los péptidos enumerados en la Tabla 1. Mas
especificamente, el péptido puede ser HA10, HA10.1, HA10.2, HA11, HA11.1, HA 10.1.1, NVS-A, NVS-X, NVS-Y,
NVS-AX, NVS-AY, HA 11.APP (MBG100) o HA 11.HIS (MBG103). Los péptidos de unién a HA (tiles en la composicion
de la invencion también se describen en la solicitud de patente de Estados Unidos n.° 14/109426, cuyo contenido
completo se incorporan por referencia.
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En ciertas realizaciones, el péptido de unién a HA es o comprende la porcién subrayada de las secuencias SEQ ID
NO: 6, 12 0 13.

TABLA 1

Secuencias

SEQIDNO:1 | Proteina 1 (HA10) GVYHREARSGKYKLTYAEAKAVCEFEGGHLA
TYKQLEAARKIGFHVCAAGWMAKGRVGYPIV
KPGPNCGFGKTGIIDYGIRLNRSERWDAYCY
NPHAK

SEQIDNO:2 | Proteina2 (HA10.1) |GVYHREAQSGKYKLTYAEAKAVCEFEGGHL
ATYKQLEAARKIGFHVCAAGWMAKGRVGYPI
VKPGPNCGFGKTGIIDYGIRLNRSERWDAYC
YNPHA

SEQIDNO: 3 | Proteina3 (HA10.2) |GVYHREAASGKYKLTYAEAKAVCEFEGGHLA
TYKQLEAARKIGFHVCAAGWMAKGRVGYPIV
KPGPNCGFGKTGIIDYGIRLNRSERWDAYCY
NPHA

SEQIDNO:4 | Proteina4 (HA11l) |ACGVYHREAQSGKYKLTYAEAKAVCEFEGG
HLATYKQLECARKIGFHVCAAGWMAKGRVG
YPIVKPGPNCGFGKTGIIDYGIRLNRSERWDA
YCYNPHA

SEQIDNO:5 | Proteina5 (HA11.1) |GVYHREAQSGKYKLTYAEAKAVCEFEGGHL

CTYKQLEAARKIGFHVCAAGWMAKGRVGYPI
VKPGPNCGFGKTGIIDYGIRLNRSERWDAYC
CNPHA

SEQIDNO: 6 | Proteina 6 (HA 10.1.1) GGGGGGSGGGGVYHREAQSGKYYLTYAEA
KAVCEFEGGHLATYKQLEAARKIGFHVCAAG
WMAKGRVGYPIVKPGPNCGFGKTGIIDYGIRL
NRSERWDAYCYNPHAGGSHHHHHH

SEQIDNO:7 | Proteina7NVS-A | ACGVYHREAQSGKYKLTYAEAKAVCEFEGG
HLATYKQLECARKIGFHVCAAGWMAKGRVG
YPIVKPGPNCGFGKTGIIDYGIRLNRSERWDA
YCYNPHA

SEQIDNO:8 | Proteina8 NVS-X  |GVYHREAISGKYYLTYAEAKAVCEFEGGHLA
TYKQLLAAQKIGFHVCAAGWMAKGRVGYPIV
KPGPNCGFGKTGIIDYGIRLNRSERWDAYCY
NPHA

SEQID NO: 9 | Proteina 9 NVS-Y GVYHREAISGKYYLTYAEAKAVCEFEGGHLA
TYKQLQAAQKIGFHVCAAGWMAKGRVGYPIV
KPGPNCGFGKTGIIDYGIRLNRSERWDAYCY
NPHA
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(continuacion)

Secuencias

SEQ ID NO:
10

Proteina 10 NVS-AX

ACGVYHREAISGKYYLTYAEAKAVCEFEGGH
LATYKQLLAAQKIGFHVCAAGWMAKGRVGY
PIVKPGPNCGFGKTGIIDYGIRLNRSERWDAY
CYNPHA

SEQ ID NO:
11

Proteina 11 NVS-AY

ACGVYHREAISGKYYLTYAEAKAVCEFEGGH
LATYKQLQAAQKIGFHVCAAGWMAKGRVGY
PIVKPGPNCGFGKTGIIDYGIRLNRSERWDAY
CYNPHA

SEQ ID NO:
12

Proteina 12
11.APP) MBG100

(HA

GGGGGGSGGGACGVYHREAQSGKYYLTYA
EAKAVCEFEGGHLATYKQLECARKIGFHVCA
AGWMAKGRVGYPIVKPGPNCGFGKTGIIDYG
IRLNRSERWDAYCYNPHAGGSEFRHDS

SEQ ID

NO:13

Proteina 13 (HA 11.HIS)
MBG10 3

GGGGGGSGGGACGVYHREAQSGKYYLTYA
EAKAVCEFEGGHLATYKQLECARKIGFHVCA
AGWMAKGRVGYPIVKPGPNCGFGKTGIIDYG
IRLNRSERWDAYCYNPHAGGSHHHHHH

SEQ ID NO:
14

ADN de SEQ ID NO: 1
(HA10)

GGCTGGATGGCTAAGGGTAGAGTGGGCTA
CCCTATCGTGAAGCCTGGCCCTAACTGCG
GCTTCGGTAAAACCGGAATTATCGACTACG
GGATTAGGCTGAATAGATCAGAGCGCTGG

GACGCCTACTGCTATAACCCTCACGCTAAG
GGAGTCTATCACAGAGAGGCTAGATCAGG

CAAGTATAAGCTGACCTACGCCGAGGCTAA
GGCCGTGTGCGAGTTCGAGGGCGGTCACC
TGGCTACCTATAAGCAGCTGGAAGCCGCTA
GAAAGATCGGCTTTCACGTGTGCGCCGCT

SEQ ID NO:
15

ADN de SEQ ID NO: 2
(HA10.1)

GGAGTCTATCACAGAGAGGCTCAGTCAGG
CAAGTATAAGCTGACCTACGCCGAGGCTAA
GGCCGTGTGCGAGTTCGAGGGCGGTCACC
TGGCTACCTATAAGCAGCTGGAAGCCGCTA
GAAAGATCGGCTTTCACGTGTGCGCCGCT
GGCTGGATGGCTAAGGGTAGAGTGGGCTA
CCCTATCGTGAAGCCTGGCCCTAACTGCG
GCTTCGGTAAAACCGGAATTATCGACTACG
GGATTAGGCTGAATAGATCAGAGCGCTGG
GACGCCTACTGCTATAACCCTCACGCC

SEQ ID NO:
16

ADN de SEQ ID NO: 3
(HA 10.2)

GGAGTCTATCACAGAGAGGCTGCTAGCGG
TAAATACAAGCTGACCTACGCCGAGGCTAA
GGCCGTGTGCGAGTTCGAGGGCGGTCACC
TGGCTACCTATAAGCAGCTGGAAGCCGCTA
GAAAGATCGGCTTTCACGTGTGCGCCGCT
GGCTGGATGGCTAAGGGTAGAGTGGGCTA
CCCTATCGTGAAGCCTGGCCCTAACTGCG
GCTTCGGTAAAACCGGAATTATCGACTACG
GGATTAGGCTGAATAGATCAGAGCGCTGG
GACGCCTACTGCTATAACCCTCACGCC
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(continuacion)

Secuencias
SEQ ID NO: | ADN de SEQ ID NO: 4 GGCGCCTGTGGCGTGTATCACAGGGAGGC
17 (HA 11) CCAGAGCGGCAAGTACAAGCTCACCTACG

CCGAGGCCAAGGCCGTGTGCGAATTCGAG
GGCGGCCACCTGGCCACCTACAAGCAGCT
GGAGTGCGCCAGGAAGATCGGCTTCCACG
TGTGTGCCGCCGGCTGGATGGCCAAAGGC
AGAGTGGGCTACCCCATCGTGAAACCCGG
CCCCAACTGCGGCTTCGGCAAGACAGGCA
TCATCGACTACGGCATCAGGCTGAACAGGA
GCGAGAGGTGGGACGCCTACTGCTACAAC
SEQ ID NO: |ADN de SEQ ID NO: 5 GGAGTGTATCACAGAGAGGCCCAGAGCGG
18 (HA11.1) CAAGTACAAGCTGACCTACGCCGAGGCCA
AGGCCGTGTGTGAGTTCGAGGGCGGCCAC
CTGTGCACCTACAAGCAGCTGGAGGCCGC
CAGGAAGATCGGCTTCCACGTGTGTGCCG
CCGGCTGGATGGCTAAAGGCAGGGTGGGC
TACCCCATTGTGAAGCCCGGCCCCAATTGC
GGCTTCGGCAAGACCGGCATCATCGACTA
CGGCATCAGGCTGAACAGGAGCGAGAGGT
GGGACGCCTACTGCTGCAACCCCCACGCC

En ciertos aspectos, el péptido puede tener una secuencia que comprende 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80,
85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97 0 98 aminoacidos consecutivos de SEQIDNO: 1, 2, 3,4,5,6, 7,8, 9, 10, 11, 12,0
13. En ciertos otros aspectos, se contempla que un péptido es una variante truncada de un péptido que comprende
una secuencia SEQ ID NO: 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 0 13. Los aminoacidos pueden escindirse del extremo
N, del extremo C o de ambos péptidos que comprenden una secuencia SEQ ID NO: 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12
0 13 para producir una variante truncada de los péptidos HA10, HA10. 1, HA10.2, HA1l, HA11.1, NVS-A, NVS-X,
NVS-Y, NVS-AX, NVS-AY, HA 11.APP (MBG100), o HA 11.HIS (MBG103). Se contempla ademas que la secuencia
puede escindirse del extremo N de SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12 0 13 hasta y (pero sin incluir) la
primera cisteina N-terminal. Se contempla ademas que la secuencia puede escindirse del extremo C de SEQ ID NO:
1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12 o0 13 hasta y (pero sin incluir) la primera cisteina C-terminal. Se contempla ademas
que la secuencia puede escindirse tanto del extremo N como del extremo C de SEQID NO: 1, 2,3,4,5,6, 7,8, 9, 10,
11, 12, 0 13 hasta (pero sin incluir) la primera cisteina N-terminal y (pero sin incluir) la primera cisteina C-terminal. Por
ejemplo, con respecto a SEQ ID NO: 1, un experto en la materia podria eliminar hasta 22 aminoacidos del extremo N-
terminal (negrita) y/o hasta seis aminoacidos del extremo C-terminal (subrayado).

GVYHREARSGKYKLTYAEAKAVCEFEGGHLATYKQLEAARKIGFHVCAAGWM
AKGRVGYPIVKPGPNCGFGKTGIIDYGIRLNRSERWDAYCYNPHAK (SEQ ID NO: 1).

En ciertos aspectos de la invencion, se contempla que un solo péptido esta unido a un resto épticamente detectable.
En otros aspectos de la invencion, se contempla que dos, tres, cuatro o mas etiquetas peptidicas pueden unirse al
resto Opticamente detectable. En otros aspectos de la invencion, se contempla que dos, tres, cuatro o mas restos
Opticamente detectables se pueden unir a un péptido de unién a HA.

Produccién

El péptido de unién a HA se puede unir a un resto 6pticamente detectable usando procedimientos convencionales
conocidos por los expertos en la materia. Por ejemplo, un péptido de unién a HA puede expresarse por transfeccién
transitoria de un vector de expresién de mamifero en células HEK293 y purificarse usando resinas de afinidad estandar
y conjugarse con un fluoréforo tal como se describe a continuacion.

La presente invencién proporciona péptidos que pueden fusionarse de forma recombinante (es decir, enlazarse) o
conjugarse quimicamente (incluyendo las conjugaciones tanto covalentes como no covalentes) a otras moléculas tales
como fluoréforos, cromoforos, proteinas biosensoras, otras proteinas o acidos nucleicos. En ciertos aspectos, el
péptido se une a HA. En otros aspectos, el péptido se une a HA y comprende un dominio LINK. En otros aspectos, el
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péptido se une a HA y comprende un dominio LINK TSG-6. Mas especificamente, se contempla que el péptido puede
ser HA10 (SEQ ID NO: 1), HA10.1 (SEQ ID NO: 2), HA10.2 (SEQ ID NO: 3), HA11 (SEQ ID NO: 4) o HA11.1 (SEQ ID
NO: 5), HA 10.1.1 (SEQ ID NO: 6), NVS-A (SEQ ID NO: 7), NVS-X (SEQ ID NO: 8), NVS-Y ( SEQ ID NO: 9), NVS-AX
(SEQ ID NO: 10), NVS-AY (SEQ ID NO: 11), HA 11.APP (MBG100) (SEQ ID NO: 12), o HA 11.HIS (MBG103) (SEQ
ID NO: 13). El péptido en el contexto de la reivindicacion 1 también puede ser un péptido descrito en la solicitud de
patente de Estados Unidos n.° 14/109426.

Se pueden usar técnicas estandar de biologia molecular para preparar y expresar un péptido de uniéon a HA o
secuencias peptidicas para usar en una composicion de la invencion.

Ademas, los péptidos de unién a HA pueden fusionarse a pequefias secuencias peptidicas para facilitar la fabricacion
y purificacién. Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos del marcador es un péptido hexa-histidina, tal como el
marcador provisto en un vector pQE (QIAGEN®), Inc., 9259 Eton Avenue, Chatsworth, CA, 91311), entre otros, muchos
de los cuales estan disponibles en comercio. Como se describe en Gentz y col., 1989, Proc. Natl Acad Sci. USA 86:
821-824, por ejemplo, la hexa-histidina proporciona una purificacion conveniente de la proteina de fusion. Otros
péptidos pequefios Utiles para la purificacion incluyen, pero sin limitarse a, la etiqueta de hemaglutinina, que
corresponde a un epitopo derivado de la proteina de la hemaglutinina de la gripe (Wilson y col., 1984, Cell 37: 767), y
la etiqueta "bandera".

Entrega

La invencién proporciona composiciones para su uso tal como se define en la reivindicacién 1 que comprenden un
péptido de la invencién, por ejemplo, un péptido que se une a HA en el ojo con una KD menor o igual a 100 pM, 90
1M, 80 uM, 70 uM, 60 pM, 50 uM, 40 pM, 30 uM, 20 uM, 10 uM, 9,0 uM, 8,5 uM, 8,0 UM, 7,5 uM, 7,0 uM, 6,5 puM, 6,0
UM, 5,5 uM, 5,0 uM, 4,5 uM, 4,0 uM, 3,5 uM, 3,0 uM, 2,5 uM, 2,0 uM, 1,5 uM, 1,0 uM o 0,5 uM. En ciertos aspectos
especificos, el péptido puede comprender la secuencia SEQ IDNO: 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12 0 13, formuladas
juntas o por separado, con un excipiente, diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable. La invencidon también
proporciona composiciones tales que comprenden moléculas de restos épticamente detectables etiquetadas con HA
(es decir, un péptido enlazado a un resto épticamente detectable), formuladas juntas o por separado, con un excipiente,
diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En ciertos aspectos, las composiciones de la invencién comprenden un péptido que se une a HA en el ojo tal como se
describe anteriormente. Las composiciones pueden contener adicionalmente uno 0 mas agentes terapéuticos que son
adecuados para tratar o prevenir, por ejemplo, afecciones o trastornos asociados con la enfermedad vascular de la
retina o Utiles en cirugia, tales como agentes antiinflamatorios, cicatrizantes y de curacién de heridas. Los vehiculos
farmacéuticamente aceptables mejoran o estabilizan la composicién, o se pueden utilizar para facilitar la preparacion
de la composicion. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen disolventes, medios de dispersion,
recubrimientos, agentes antibacterianos y antifiingicos, agentes isoténicos y retardadores de la absorcion, y similares
que son fisioldgicamente compatibles. El excipiente, diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable debe ser
adecuado para la administracion en el ojo por inyeccién, méas especificamente, para la administracién intravitrea. La
invencion también proporciona procedimientos para producir una composicion para administracion ocular en la que el
procedimiento incluye la etapa de enlazar un péptido que se une a HA en el ojo con una KD menor o igual a 100 pM,
90 uM, 80 uM, 70 pM, 60 pM, 50 pM, 40 pM, 30 pM, 20 pM, 10 pM, 9,0 pM, 8,5 uM, 8,0 uM, 7,5 pM, 7,0 pM, 6,5 pM,
6,0 uM, 5,5 uM, 5,0 uM, 4,5 uM, 4,0 uM , 3,5 pM, 3,0 uM, 2,5 puM, 2,0 uM, 1,5 pM, 1,0 uM, o 0,5 pM a un resto
Opticamente detectable (por ejemplo, un fluoréforo o croméforo) y que resulta Gtil para la visualizacion del vitreo.

En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencion pueden incorporarse en vesiculas que proporcionan un
inyectable oftalmico adecuado. Ejemplos de tales vesiculas incluyen liposomas o microesferas, por ejemplo,
microesferas del acido poli (glicélico) o poli (l&ctico). La incorporacion de composiciones en liposomas o microesferas
se puede llevar a cabo mediante procedimientos de rutina, tal como conoce un experto en la materia.

Una formulacién que comprende una composicion de la invencion debe ser estéril y fluida. La fluidez adecuada se
puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento tal como la lecitina, mediante el mantenimiento del
tamafio de particula requerido en el caso de la dispersion y mediante el uso de tensioactivos. En muchos casos, es
preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azlcares, polialcoholes tales como manitol o sorbitol, y cloruro de
sodio en la composicion. La absorcion a largo plazo de las composiciones inyectables se puede lograr incluyendo en
la composicién un agente que retrasa la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio o gelatina.

Las composiciones de la invencion para administracion en el ojo pueden prepararse de acuerdo con procedimientos
bien conocidos y de préactica rutinaria en la técnica. Véase, por ejemplo, Remington: The Science and Practice of
Pharmacy, Mack Publishing Co., 202 ed., 2000. Las composiciones farmacéuticas se fabrican preferiblemente en
condiciones GMP.

En ciertas realizaciones, la composicion de la invencion se inyecta en el ojo de un mamifero en una solucién acuosa

de aproximadamente 150 ml o menos, y la solucion comprende al menos aproximadamente 0,001 pg de la
composicion. En ciertas realizaciones, la solucion se formula para administrar aproximadamente 0,001 pg, 0,01 ug,
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0,1 g, 1,0 pg, 10 pg, 20 pg, 30, pg, 40 pg, 50 pg, 60 pg, 70 pg, 80 pg, 90 pg , 100 pg, 200 pg, 300 pg, 400 pg, 500
Mg, 600 pg, 700 pg, 800 ug, 900 ug, 1,0 ug, 2,0 ug, 3,0 ug, 4,0 pug, o aproximadamente 5,0 ug de una composicion de
la invencion por inyeccion En ciertas realizaciones, la solucién se formula para suministrar menos de aproximadamente
1,0 ug de una composicion de la invencion por inyeccion. En ciertas realizaciones, el volumen de la soluciéon acuosa
es de aproximadamente 1,0 pl a aproximadamente 150 pl, preferiblemente de aproximadamente 20 ml a
aproximadamente 100 pl.

La invencion se apreciara adicionalmente por medio de los siguientes ejemplos.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan a efectos de ilustracion como ilustraciones de aspectos individuales de la
invencion. De hecho, diversas modificaciones de la invencién, ademas de las mostradas y descritas en el presente
documento, seran evidentes para los expertos en la materia a partir de la anterior descripcion y de los dibujos adjuntos.
Ejemplo 1: Visualizacién del vitreo en croméforo etiquetado con HA

Se generd una proteina de unién a HA enlazada a FITC de la siguiente manera.

Expresién y purificacion:

Se expres6 transitoriamente un péptido de unién a HA (proteina 6 en la Tabla 1) en células HEK293F usando
polietilenimina (PEI) como agente de transfeccion con una relacién de 1:3 de ADN plasmidico a PEI y cultivado durante
cinco dias a 37 °C con 5 % de CO:.. El cultivo se recogio y el sobrenadante se filtr6. El medio acondicionado se cargd
en una columna de resina de niquel, se lavé con tampon de fosfato de 50 mM que contenia 20 mM de immidazol, 500
mM de cloruro de sodio, pH 8 para eliminar las proteinas no unidas y el gradiente se eluyé con tampén de fosfato de
50 mM que contenia 500 mM de imidazol, 500 mM de cloruro de sodio, pH 8.

La Proteina 6 purificada se etiquetd especificamente en el sitio con isotiocianato de fluoresceina en el extremo N
usando una reaccién mediada por Sortase-A (véase Mao y col., 2004, J Am Chem Soc., 10 de marzo; 126(9):2670-
1). El fluoréforo (isotiocianato de fluoresceina) - péptido de unién a HA conjugado se purificd hasta lograr una
homogeneidad aparente usando resinas estandar de modo mixto y de intercambio i6nico. Especificamente, la proteina
6 se intercambié por tampdn de etiquetado Sortase (50 mM Tris-HCI, 150 mM cloruro sédico, 10 mM CaCl2, pH 7,5).
La mezcla de reaccién en el tampoén de etiquetado Sortase contenia 50 uM de Proteina 6, 2 mM de FITC-LPETGGG
(sintetizado por GeneScript) y ~150 uM de Sortase A inmovilizado en agarosa en el tampén de etiquetado Sortase. La
mezcla de reaccién se incubd a 23 °C durante 24 horas con agitacion. El sortase A inmovilizado se separ6é usando un
filtro de 0,2 um. El pH del flujo que contiene la Proteina 6 etiquetada y no etiquetada se incremet6 a pH 9 conl M Tris-
HCI, pH 9,5. La muestra se carg6 luego en una columna CaptoAdhere de 5 ml, se lavé con PBS, pH 7,4 y se eluy6
con un gradiente de 100 mM de tampén de citrato, pH 3. Las fracciones eluidas se neutralizaron con 1/10 de volumen
de 1 M Tris-HCI, pH 9,5. Las fracciones se ejecutaron en gel de SDS-PAGE y se tomaron imagenes en modo de
fluorescencia. La proteina final etiquetada se intercambi6 con tamp6n en PBS, pH 7,4.

Animales y régimen de tratamiento

Los animales utilizados en este ejemplo fueron conejos macho/New Zealand White x New Zealand Red. EIl régimen
de tratamiento utilizado se muestra en la siguiente Tabla 2.

Tabla 2
Régimen de dosificacion
N.® de grupo Articulo de prueba (dosis) Animales por | Volumen/Inyeccién
grupo (uL)2 Dosis totales
2,5 pg total proteina/inyeccion de
1 FITC-PROTEINA 6 3 50 1
5 g total proteina/inyeccion de
2 FITC-PROTEINA 6 3 50 1
aadministrado por inyeccion intravitrea, OU (ambos o0jos)

Las evaluaciones del estudio y la frecuencia se describen en la Tabla 3.

Tabla 3
Evaluaciones Frecuencia
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Observaciones clinicas Preseleccion

Control de Morbilidad/Mortalidad Dias de estudio 1,2y 3
Pesos corporales Preseleccion
Inyecciones IVT OU Dia de estudio 1

Preseleccion, después de la inyeccion, 16 h, 24 h, aproximadamente 48 h

Iméagenes de gran angular y aproximadamente 72 h

Preseleccion, después de la inyeccién, 16 h, 24 h, aproximadamente 48 h

Fluorofotometria y aproximadamente 72 h

OU = ambos ojos

Retina de Heidelberg e imagenes vitreas:

Se us6 BluePeak™ no invasivo - Modo de imagen de autofluorescencia con laser azul en Spectralis® de Heidelberg
Engineering, Inc. para obtener fotografias de gran angular de camara vitrea/retina. Se us6 una lente de contacto de
angulo ancho (lente de contacto Staurenghi 150°) con un gel de transmision de metilcelulosa en contacto con la cérnea
para ayudar a la visualizacién del segmento posterior del ojo. El parpado se retrajo; la lente de contacto fue colocada
en la cérnea y posicionada frente a la camara por un técnico capacitado.

Fluorofotometria

La fluorofotometria mide la concentracién de un compuesto fluorescente, generalmente fluoresceina, a lo largo del eje
Optico del ojo desde la pelicula lagrimal hasta la retina. Los parpados se retrajeron y el animal fue colocado frente al
Fluorotron Master por un técnico capacitado. El contenido de fluoresceina se cuantificé luego por el fluorofotometro
sin hacer contacto con el ojo. Se realizaron dos o tres exploraciones para cada ojo en cada punto de tiempo. El
promedio de estas exploraciones individuales repetidas para cada ojo en cada punto de tiempo se utilizo para analisis
adicionales.

Inyeccién intravitrea

Se us6 un microscopio quirdrgico para visualizar el segmento posterior del ojo durante el procedimiento. El parpado
se retrajo con un espéculo de alambre. El globo fue inmovilizado utilizando pinzas oculares. Se pasé una aguja de
calibre 30 unida a una jeringa estéril, que contenia el articulo de prueba, a través de la esclerética de 3 a 5 mm
posterior al limbo temporal y en angulo posterior para evitar la lente. La ubicacion objetivo de la inyeccion fue la region
temporal superior.

El cuidado de los animales, incluido el tratamiento del dolor, cumplia con los requisitos generales del bienestar animal.
Resultados:

Visualizacién microscépica (microscopio quirlirgico)

El articulo de ensayo se observd en el vitreo de los animales mediante visualizacion microscépica inmediatamente
después de la inyeccién en ambas dosis (2 y 5 pg). El color resulté evidente bajo la iluminacion estandar del
microscopio quirdrgico sin necesidad de filtros de excitacion o emision. No se realiz6 visualizacion microscopica en
otros puntos temporales.

Retina de Heidelberg e imagenes vitreas:

Las imagenes del punto de referencia no mostraron ninguna evidencia de fluorescencia. Después de la inyeccién IVT,
el articulo de ensayo de ambos grupos de dosis se difundio en el vitreo, tal como se ve en las imagenes de gran
angular de la camara vitrea. Se observo una pequefia area de fluorescencia cerca del lugar de la inyeccion después
de la inyeccion para ambos grupos de dosis. A las 16 horas, el articulo de ensayo se habia dispersado aiin mas con
la dosis de 5 pug en los ojos (Grupo 2, Figura 4B), mostrando una fluorescencia relativamente mas alta que la dosis de
2,5 ug en los ojos (Grupo 1, Figura 4A). El articulo de ensayo continué siendo visible a través del vitreo a las 24, 48 'y
72 horas en ambos grupos de dosis (véanse las Figuras 5-7, respectivamente) con un desvanecimiento de la
intensidad después de 24 horas. Tal como se esperaba, el grupo de dosis altas de 5 ug demostré una fluorescencia
mas alta que la dosis mas baja de 2,5 ug (véanse las Figuras 4-7).

Fluorofotometria:

El fluorofotémetro mide la fluorescencia del tejido ocular en una exploracion lineal a lo largo del eje 6ptico del ojo. Una
inyeccion vitrea de fluoresceina no se puede detectar hasta que la fluoresceina entra en el eje ptico del ojo.
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Para el grupo de dosis de 2,5 ug, la fluorescencia del articulo de ensayo se observé por primera vez 16 h después de
la inyeccion en la cavidad vitrea (Figura 4A y Figura 1). La fluorescencia relativa en el vitreo también fue mas alta en
este momento. La fluorescencia relativa en el vitreo fue similar en el punto de tiempo de 24 horas (Figura 5A y Figura
1), con disminuciones observadas a las 48 horas (Figura 6A y Figura 1) y nuevamente a las 72 horas (Figura 7A 'y
Figura 1). No se observé ningiin cambio evidente en el nivel de fluorescencia en el segmento anterior del ojo (desde
la cérnea hasta el cristalino).

Para el grupo de dosis de 5 ug, se detect6 fluorescencia relativa en el vitreo después de la inyeccion, sin embargo, no
se dispersé uniformemente en ese momento. A las 16 h, la fluorescencia se dispersé mejor en el vitreo (Figura 4B y
Figura 2). Se observo una tendencia similar de la difusion del articulo de ensayo, tal como se observé con el grupo de
dosis de 2,5 pg después del grupo de dosis de dosis altas de 5 pg, excepto que la fluorescencia fue relativamente
mayor que en el grupo de 2,5 pg. Ademas, no se observo ningin cambio evidente en el nivel de fluorescencia en el
segmento anterior del ojo (desde la cérnea hasta el cristalino).

Resumen:

La proteina de unién a hialuronano conjugada con cromoforos, FITC-Proteina 6, una proteina glicosilada, se inyectd
en el vitreo y se observd mediante imagenes de gran angular y fluorofotometria inmediatamente después de la
inyeccion (solo para el grupo de dosis de 5 ug con fluorofotometria), y a 16 horas, 24 horas, aproximadamente 48
horas y aproximadamente 72 horas después de la inyeccion (véase la Figura 4A, la Figura 5A, la Figura 6A, la Figura
7A, respectivamente para la dosis de 2,5 ug, y véase la Figura 4B, la Figura 5B, Figura 6B, Figura 7B, respectivamente
para la dosis de 5 pug). La difusién vitrea completa del articulo de ensayo resulté evidente tras la observacion a las 16
h después de la inyeccion para ambos grupos de dosis. Tal como se esperaba, el grupo de dosis altas de 5 ug
demostré una mayor fluorescencia en el vitreo que la dosis mas baja de 2,5 ug. No se observaron cambios obvios en
el nivel de fluorescencia en el segmento anterior del ojo (desde la cérnea hasta el cristalino). Este estudio demostré
que la FITC-Proteina 6, se difundié en el vitreo y también demostro6 la posibilidad de visualizar el vitreo durante la
cirugia de vitrectomia.

Ejemplo 2: Cirugia ocular

La composicién de la invencion se coloca en una formulacién adecuada para inyeccion intravitrea (es decir, con el pH
apropiado, la osmolaridad, el bajo nivel de endotoxinas, etc., que es habitualmente alcanzable por los expertos en la
materia de la formulacion de farmacos para inyeccion intravitrea y demostrada en los estudios de investigacién piloto
previamente mencionados en ojos de conejo). Algunas horas antes de la cirugia o incluso de uno a tres dias antes de
la cirugia, la formulaciéon que contenia la composicién se inyect6 en el vitreo. El volumen de la dosis estaria en el
rango de 1 microlitro a 100 microlitros. Como es habitual en las inyecciones intravitreas, el lugar de la inyeccion se
sitla en unos pocos mm posteriores al limbo, de modo que la aguja entra en el ojo por la pars plana. La composicion
de delineacion vitrea de la invencion se inyecta a aproximadamente 5-10 mm de profundidad en el vitreo.

Como se demostré en los estudios piloto del Ejemplo 1 anterior, la composicion se difunde a través del vitreo en
cuestion de horas, de modo que a las 16 horas (y quizas mucho antes en los ojos de los humanos de mayor edad con
sinéresis vitrea) existe una concentracion relativamente uniforme de la composiciéon en toda la cavidad vitrea. Tal
como se muestra en el Ejemplo 1, esta difusién y dispersién de la composicion en todo el vitreo no requiere ninguna
manipulacion especial del ojo; se espera que ocurra en el curso de la actividad normal y el movimiento normal del ojo
de un paciente. Una vez que el gel vitreo es coloreado o fluorescente, el ojo esta listo para un procedimiento quirdrgico.
El vitreo se vuelve visible por el propio cromoforo a la luz blanca del microscopio quirtrgico o, de manera alternativa,
se vuelve fluorescente cada vez que el cirujano activa una luz estdndar o una luz laser con la longitud de onda (tono)
apropiada para generar una sefial detectable a partir de la composicion.

Debido a que la composicién se adhiere al &cido hialurénico, no se lavara durante el enjuague del vitreo con liquido
como ocurre normalmente durante la cirugia de vitrectomia. En cambio, la composicion mantendrd su unién al
hialuronano, un componente esencial del vitreo. Como el cirujano elimina el vitreo con instrumentos quirdrgicos de
manera estandar en tales procedimientos, las regiones del vitreo que aln no se han eliminado resultan facilmente
evidentes por el color o la fluorescencia de la composicién de la invencion, que puede observarse constantemente o
siempre que la luz apropiada se encienda de manera transitoria durante el procedimiento Debido a la gran diferencia
en el contenido de hialuronano en el vitreo en comparacion con la retina interna y especialmente en comparacion con
la membrana limitante interna de la retina, la composicion de delineacion vitrea de la invencion delinea claramente la
interfaz vitreorretiniana y, por lo tanto, permite al cirujano acercarse a la retina con instrumentos de vitrectomia solo
cuando sea necesario para eliminar los Ultimos restos de vitreo.

La composicion también facilita el reconocimiento del desprendimiento vitreo posterior debido al bajo contenido de
hialuronano que presenta el liquido transparente entre el vitreo y la retina. La composicion de delineacion vitrea de la
invencién se une al hialuronano presente en el vitreo cortical posterior, distinguiendo asi claramente un limite entre el
vitreo cortical y el espacio del haloide posterior lleno de liquido. El limite del hialoide esta, por lo tanto, visiblemente
deliminatdo por la composicién de delineacion vitrea unida al vitreo. Esto permite que el cirujano visualice con precision
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el haloide posterior y el vitreo durante el procedimiento, y que elimine completa y facilmente el haloide posterior y el
vitreo formado. La eliminacién completa puede confirmarse cuando no queda ninguna composicién de delineacion
vitrea en la superficie de la retina.
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REIVINDICACIONES

1. Composicién que comprende un péptido de unién a hialuronano (HA) enlazado a un resto épticamente detectable
para su uso en la visualizacion del vitreo mediante la inyeccién de la composicion en un ojo en una cantidad eficaz
para hacer que el vitreo sea visible para la correccién quirdrgica y la eliminacion del vitreo para corregir
quirdrgicamente un trastorno ocular.

2. Composicion para su uso en la visualizacion del vitreo mediante la inyeccion de la composicién en el ojo de un
mamifero, que comprende una formulacion inyectable de un péptido de unién a hialuronano (HA) enlazado a un resto
Opticamente detectable como agente de delineacion vitrea en una cantidad eficaz para hacer que el vitreo sea visible
para el cirujano, en donde el péptido comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en:

a) SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ
ID NO: 8y SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 y SEQ ID NO: 13; 0

b) 95 aminoécidos consecutivos de la secuencia SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ
ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 y SEQ
ID NO: 13.

3. Composicién oftalmica para su uso en la visualizacién del vitreo mediante la inyeccién de la composicion en el ojo
de un mamifero, que comprende un péptido de unién a hialuronano (HA) enlazado a un fragmento Opticamente
detectable en una cantidad eficaz para hacer que el vitreo sea visible cuando se genera una sefial por parte del resto
detectable, en donde el péptido comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en:

a) SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ
ID NO: 8y SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12y SEQ ID NO: 13; 0

b) 95 aminoacidos consecutivos de la secuencia SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ
ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12y SEQ
ID NO: 13.

4. La composicién para uso de acuerdo con las reivindicaciones 1, 2 0 3, en la que el resto 6pticamente detectable es
luminiscente, fotoluminiscente, electroluminiscente, bioluminiscente, quimioluminiscente, fluorescente, fosforescente,
0 es un croméforo.

5. La composicion para uso de acuerdo con la reivindicacién 4, en donde el resto épticamente detectable es un material
quimiosensor fluorescente.

6. La composicion para uso de acuerdo con las reivindicaciones 1, 2 o 3, en donde dicha composiciébn comprende
ademas un agente terapéutico o un agente de diagndstico.

7. La composicion para el uso de la reivindicacion 6, en donde dicho agente terapéutico es un agente antiinfeccioso,
un agente inmunosupresor, un agente antiproliferativo, un agente antiangiogénico, un agente de curacién de heridas,
un agente cicatrizante o una combinacién de los mismos.

8. La composicidn para uso de acuerdo con las reivindicaciones 2 o 3, en donde dicha composicion es inerte.

9. La composicion para uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicha composicion se formula en la forma
de una vesicula seleccionada del grupo que consiste en un liposoma y una microesfera.

10. La composicion para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicha composicion tiene una formulacion
seleccionada del grupo que consiste en una solucion, una emulsién y una suspension.

11. La composicion para uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1 para inyeccién antes de una vitrectomia o durante la
misma.

12. Procedimiento de coloracion del vitreo del ojo de un mamifero en el que se ha inyectado la composicion de acuerdo
con la reivindicacion 3, que comprende la aplicacidn de una fuente de energia al ojo para la generaciéon de una sefial
por parte del resto detectable.

13. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que la fuente de energia es una luz o un laser.

14. Procedimiento de monitorizacién de un analito en el vitreo del ojo de un mamifero en el que se ha inyectado la

composicion de acuerdo con la reivindicacion 3, que comprende la deteccién de una sefal generada por parte del
resto detectable.

16



ES 2730 398 T3

U ZL o o
U B sy
U PC  prommsisan:
V-] RE—
UQI008AUI B 8P SINASS( ++wsses

BIOUSIB)S) BP OJUN ] s

eauion

(wuw) eanejal uoloezijeao]
5T o7 LT BT S7T Gr 2L

Wl

o,

R T A P T A P e N
i bt

o E

s

52

oules1o

--(solo g=u ‘ug1223Auybn §‘7) jesodws} euoyoakel |

.: : o

: Sl

BAlJE|2] EIOU3ISaION|H

D14

17



ES 2730 398 T3

U 8V sty

uve

yol-
uoI008Aul B 9p soNdsa( xesxaex

BIOUSIBJSI 8P OJUN ssessmmsens

(ww) eAnejal ugloezI|e20T]

N S - -, - .
)mfﬂ o - \ {;;\.-e .x\..f{.(.v‘.%cn.vf& !c«y e

Gl

o7

— _oujeisuo
(solo 9=u :o_oog::m: g) _Eon_Eﬁ m:o#ogﬁ._.

EAlje|al elouadsalon|4

(4] K |

18



ES 2730 398 T3

Fi1G. 3A

¥1G. 3B

reseleccion 80 9
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FiG. 4A

FIG. 4B
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FiG. 5A

_ 24hdespués de ladosis de 25 ug de FITC-PROTEINAG
(B0 % ganancia) SR

FiG. 5B
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FiG. 6A

48 h despuss de |
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