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DESCRIPCION

Métodos y composiciones farmacéuticas para el tratamiento de la degeneracion macular relacionada con la edad
(AMD)

Sector de la técnica

La presente invencion se refiere a métodos y composiciones farmacéuticas para el tratamiento de la degeneracion
macular relacionada con la edad (AMD).

Estado de la técnica

El aumento del estrés oxidativo se ha implicado en la patogénesis de muchas enfermedades diferentes. Como
consecuencia del estrés oxidativo, las proteinas, los lipidos y el ADN pueden dafarse, dando como resultado a
menudo cambios estructurales. Por ejemplo, cuando los fosfolipidos de membrana experimentan peroxidacion
lipidica, se generan malondialdehido (MDA) y otros productos de descomposicion reactiva. El MDA y sus productos
de condensacidon son marcadores confiables para el estrés oxidativo y se han asociado a muchos trastornos,
incluyendo degeneracion macular relacionada con la edad (AMD), una enfermedad degenerativa que afecta a la
retina y conduce a una pérdida de vision irreversible. La AMD es la principal causa de discapacidad visual en los
paises occidentales, que afecta a mas de 1,5 millones de personas en Francia, ocho millones de personas en los
Estados Unidos. La prevalencia estimada de AMD avanzada es solo del 0,2 % a las edades de 55 a 64 afios, pero
aumenta al 13 % en los mayores de 85 afios. Una caracteristica distintiva del desarrollo de AMD es la acumulacion
de depositos extracelulares, denominados drusa, que han demostrado contener MDA. En consecuencia, los
métodos que pueden conducir a la reduccion de malondialdehido (MDA) son muy deseables para el tratamiento de
la AMD.

La solicitud internacional WO2002/081513A2 y W02005/113586A2 describe la identificacion de dos factores de
viabilidad celular derivados del bastén RACVF1 y RACVF2, codificados respectivamente por el gen Nxnll y el gen
NxnlI2 para el tratamiento de distrofias retinianas, sin distinguir las isoformas cortas y largas.

Objeto de la invencidn

La presente invencion se refiere a un polinucleétido o polipéptido de isoforma larga de factor de viabilidad de cono
derivado de baston (RACVFL) para su uso en un método para el tratamiento de la degeneracion macular relacionada
con la edad (AMD) en un sujeto que lo necesite, reduciendo el nivel de malondialdehido (MDA) en la retina.

Descripcion detallada de la invencién

Como se usa en el presente documento, el término "RACVF" tiene su significado general en la técnica y se refiere al
factor de viabilidad del cono derivado de baston (Leveillard T, Mohand-Said S, Lorentz O, Hicks D, Fintz AC, Clerin E
et al. Identification and characterization of rod-derived cone viability factor. Nat Genet 2004; 36: 755-759.). RACVF
corresponde a una proteina similar a la tiorredoxina truncada (TRX) y esta codificada por el exén 1 del gen tipo
nucleoredoxina 1 (Nxn/1). Ademas del ARNm de RdCVF, el gen Nxnll produce un segundo ARNm al cortar y
empalmar los exones 1y 2 para producir una isoforma proteica mas larga "RACVFL" que contiene un plegamiento
TRX completo. Se puede acceder a una secuencia de aminoacidos representativa de RACVFL en GenBanl con el
numero de registro Q8VC33.

La presente divulgacion se refiere al uso, a métodos y a composiciones farmacéuticas para tratar o prevenir la
degeneracion macular relacionada con la edad.

En particular, La terapia génica es una forma particularmente conveniente de tratar la degeneracion macular
relacionada con la edad, ya que permite la provision de un suministro constante de un polipéptido.

De esta manera la presente divulgacion se refiere ademas a un método para tratar o prevenir la degeneracion
macular relacionada con la edad que comprende la etapa de administrar a un sujeto que lo necesita con un
polinucledtido RACVFL, es decir, una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido RACVFL de tipo
silvestre, de manera que RACVFL se expresa in vivo por las células del sujeto que se han transfectado con dicho
polinucledtido. En consecuencia, dicho método conduce a una sobreexpresion de RACVF de tipo silvestre.

La presente invencion se refiere a un polinucleétido o polipéptido de isoforma larga de factor de viabilidad de cono
derivado de baston (RACVFL) para su uso en un método para el tratamiento de la degeneracion macular relacionada
con la edad (AMD) en un sujeto que lo necesite, reduciendo el nivel de malondialdehido (MDA) en la retina.

En una realizacién, la secuencia de polinucledtidos de RACVFL de acuerdo con la invencién estd asociada a
elementos que permiten la regulacion de su expresion. En una realizacion particular, dichos elementos que permiten
la regulacion de su expresiéon comprenden una secuencia promotora.
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En una realizacion, la secuencia de polinucleétidos de RACVFL de acuerdo con la invencién esta en forma de un
vector.

Como se usa en el presente documento, el término "vector" se refiere a una molécula de acido nucleico capaz de
transportar otro acido nucleico al que se ha enlazado. Un tipo de vector es un "pldsmido”, el cual se refiere a un
bucle de ADN bicatenario en el cual pueden ligarse segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de vector es un vector
virico, en donde pueden ligarse segmentos de ADN adicionales al genoma virico. Determinados vectores son
capaces de replicacion auténoma en una célula hospedadora en la cual se introducen (por ejemplo, vectores
bacterianos que tienen un origen de replicacion bacteriano y vectores episémicos de mamifero). Otros vectores (por
ejemplo, vectores no episdmicos de mamifero) se integran en el genoma de una célula hospedadora tras su
introduccién en la célula hospedadora y, de este modo, se replican junto con el genoma del hospedador. Por otra
parte, determinados vectores, vectores de expresion, son capaces de dirigir la expresién de genes a los que estan
unidos operativamente. En general, los vectores de expresion de utilidad en las técnicas de ADN recombinante estan
con frecuencia en forma de plasmidos (vectores). Sin embargo, la invencion pretende incluir otras formas tales de
vectores de expresion, tales como vectores viricos (por ejemplo, retrovirus defectuosos para la replicacion,
adenovirus y virus adenoasociados (AAV)), que tienen funciones equivalentes.

En una realizacion preferida, el vector de expresion es un vector de AAV. Los vectores viricos adenoasociados
(AAV) se han convertido en poderosas herramientas de administracion de genes para el tratamiento de la
degeneracion retiniana. Los vectores AAV poseen una serie de caracteristicas que los hacen ideales para la terapia
génica de la retina, incluyendo una falta de patogenicidad, inmunogenicidad minima y la capacidad de transducir
células post-mitéticas de manera estable y eficiente. En el ambiente protegido de la retina, los vectores AAV son
capaces de mantener altos niveles de expresiéon transgénica en el epitelio pigmentado de la retina (RPE),
fotorreceptores o células ganglionares durante largos periodos de tiempo después de un solo tratamiento. Cada tipo
de célula puede marcarse como diana eligiendo especificamente la combinacion apropiada de serotipo AAV,
promotor y sitio de inyeccion intraocular.

El polinucleétido RACVFL puede introducirse en una célula diana mediante cualquier procedimiento conocido para el
suministro de acidos nucleicos al nucleo de las células, ex vivo, en células en cultivo o extraidas de un animal o
sujeto, o in vivo.

La introducciéon ex vivo puede realizarse mediante cualquier método convencional bien conocido por un experto en la
materia, por ejemplo, transfeccion, electroporacion, iontoforesis, microinyeccion, transduccion, fusion celular, DEAE
dextrano, precipitacion de fosfato de calcio o el uso de una pistola genética.

El polinucledtido RACVFL también puede introducirse ex vivo o in vivo por lipofeccién. En determinadas
realizaciones, se contempla el uso de liposomas y/o nanoparticulas para la introduccién del sistema de
direccionamiento de acido nucleico del donante en las células hospedadoras.

Las nanocapsulas pueden en general inmovilizar compuestos de una manera estable y reproducible. Para evitar
efectos secundarios debidos a la sobrecarga polimérica intracelular, dichas particulas ultrafinas (de un tamafo de
alrededor de 0,1 um) deben disefiarse usando polimeros capaces de degradarse in vivo. Se contemplan
nanoparticulas biodegradables de polialquil-cianoacrilato que cumplen con estos requisitos, y tales particulas pueden
fabricarse faciimente.

Los liposomas se forman a partir de fosfolipidos que se dispersan en un medio acuoso y forman espontaneamente
vesiculas de bicapas concéntricas multilaminares (denominadas también vesiculas multilaminares (MLV)). Las MLV
tienen generalmente diametros desde 25 nm a 4 ym. El sometimiento a ultrasonidos de las MLV da como resultado
la formacién de pequefias vesiculas unilamelares (SUV) con diametros en el intervalo de 200 a 500 A, que contienen
una solucion acuosa en el nucleo.

Los lipidos catiénicos sintéticos disefiados para limitar las dificultades y los peligros encontrados con la transfeccion
mediada por liposomas pueden usarse para preparar liposomas para la transfeccion in vivo de un gen que codifica
un marcador. El uso de lipidos catidnicos puede promover la encapsulacion de &cidos nucleicos cargados
negativamente y también promover la fusion con membranas celulares cargadas negativamente.

Como alternativa, el polinucleétido puede inyectarse directamente en el humor vitreo, el acuoso, tejido o tejidos del
cuerpo ciliar o células y/o musculos extraoculares por medio de electroporacion.

Como alternativa, una de las formas mas sencillas y seguras de administrar el polinucleétido RACVFL a través de las
membranas celulares in vivo puede implicar la aplicacién directa de polinucleétidos libres o desnudos de alta
concentracion (tipicamente ARNm o ADN). Por "ADN desnudo (o ARN)" se entiende una molécula de ADN (ARN)
que no ha sido previamente complejada con otras fracciones quimicas. La absorcion de ADN desnudo por las
células animales puede aumentarse administrando las células simultaneamente con los excipientes y el acido
nucleico. Tales excipientes son reactivos que aumentan o aumentan la penetracion del ADN a través de las
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membranas celulares y, por lo tanto, la administracion a las células del agente terapéutico. Se han descrito diversos
excipientes en la técnica, tales como tensioactivos, por ejemplo, un tensioactivo seleccionado del grupo que consiste
en Triton X-100, dodecilsulfato sodico, Tween 20 y Tween 80; toxinas bacterianas, por ejemplo estreptolisina O,
toxina colérica y toxina labil modificada recombinante de E. coli; y polisacaridos, tales como glucosa, sacarosa,
fructosa o maltosa, por ejemplo, que actian interrumpiendo la presién osmética en la vecindad de la membrana
celular. Se han descrito otros métodos para mejorar la administracién de polinucleétidos libres, tales como el
bloqueo de la inactivacion de polinucleétidos mediante escision endo o exonucleolitica por nucleasas extracelulares
e intracelulares.

Como alternativa, la presente descripcién también proporciona un método para tratar o prevenir la degeneracion
macular relacionada con la edad que comprende la etapa de administrar a un sujeto que lo necesite con un
polipéptido RACVFL de tipo silvestre.

Conociendo la secuencia de aminoacidos de la secuencia deseada, un experto en la materia puede producir
facilmente dichos polipéptidos, por técnicas convencionales para la produccion de polipéptidos. Por ejemplo, pueden
sintetizarse usando el bien conocido método de fase solida, preferentemente usando un aparato de sintesis de
péptidos disponible comercialmente (tal como el fabricado por Applied Biosystems, Foster City, California) y
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Como alternativa, los polipéptidos pueden sintetizarse mediante técnicas de ADN recombinante como se conoce
ahora en la técnica. Por ejemplo, estos fragmentos pueden obtenerse como productos de expresion de ADN
después de la incorporacion de secuencias de ADN que codifican el (poli)péptido deseado en los vectores de
expresion y la introduccion de dichos vectores en hospedadores eucariotas o procariotas adecuados que expresaran
el polipéptido deseado, de los cuales pueden aislarse posteriormente usando técnicas bien conocidas.

Los polipéptidos pueden usarse en forma aislada (por ejemplo, purificada) o contenidos en un vector, tales como una
membrana o vesicula lipidica (por ejemplo, un liposoma).

La administracion del polipéptido RACVFL también puede realizarse directamente en el ojo mediante inyeccion
intravitrea.

El polinucledtido o el polipéptido se administran al sujeto en una cantidad terapéuticamente eficaz. Por "cantidad
terapéuticamente eficaz" del polipéptido o el polinucleétido se entiende una cantidad suficiente del polinucleétido del
polipéptido para tratar la AMD en una relacion beneficio/riesgo razonable aplicable a cualquier tratamiento médico.
Se entendera, sin embargo, que el uso diario total de los polipéptidos o polinucleétidos se decidira por el médico
especialista dentro del alcance del buen criterio médico. El nivel terapéuticamente especifico de dosis eficaz para
cualquier sujeto particular dependera de una diversidad de factores, incluyendo el trastorno que se esté tratando y la
gravedad del trastorno; la actividad del polipéptido especifico empleado; la composicion especifica empleada, la
edad, el peso corporal, el estado de salud general, el sexo y la dieta del sujeto; el tiempo de administracién, la ruta
de administracion y la tasa de excrecion del polipéptido especifico empleado; la duraciéon del tratamiento; los
farmacos usados en combinacién o coincidentes con el polipéptido especifico empleado; y factores similares bien
conocidos en la técnica médica. Por ejemplo, esta bien dentro de las habilidades del experto en iniciar dosis del
compuesto a niveles inferiores que los requeridos para conseguir el efecto terapéutico deseado y aumentar
gradualmente la dosificacion hasta que se logre el efecto deseado.

Los polipéptidos o polinucledtidos de la invencién se combinan tipicamente con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable para formar una composicién farmacéutica.

La frase "farmacéuticamente aceptable" se refiere a entidades moleculares y composiciones que son
fisiologicamente tolerables y normalmente no producen una reaccion alérgica o adversa similar, tales como
molestias gastricas, mareos y similares, cuando se administran a un ser humano. Preferentemente, como se usa en
el presente documento, la expresion "farmacéuticamente aceptable" significa que se ha aprobado por parte de un
organismo de control del gobierno federal o estatal, o que esta listada en la Farmacopea de Estados Unidos o en
otra farmacopea reconocida de forma general para su uso en animales y, mas particularmente, en seres humanos.

El término "vehiculo" se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente o vehiculo con el que se administra el
compuesto. Dichos vehiculos farmacéuticos pueden ser liquidos estériles, tales como agua y aceites, incluyendo
aquellos de origen en el petréleo, animal, vegetal o sintético, tales como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite
mineral, aceite de sésamo y similares. Agua o soluciones salinas acuosas y soluciones de dextrosa y glicerol
acuosas se emplean preferentemente como vehiculos, particularmente para soluciones inyectables. Se describen
vehiculos farmacéuticos adecuados en "Remington's Pharmaceutical Sciences" de E.W. Martin.

En una realizacion particular, el polipéptido o polinucleétido RACVFL de la invencién puede administrarse en un
vehiculo oftalmico farmacéuticamente aceptable, de tal manera que el polipéptido pueda penetrar las regiones
corneales e internas del ojo, tales como por ejemplo, la camara anterior, la camara posterior, el cuerpo vitreo, el
humor acuoso, el humor vitreo, la cérnea, el iris/cuerpo ciliar, el cristalino, la coroides/retina y esclerdtica.
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La invencion se ilustrara adicionalmente mediante las siguientes figuras y ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos y
figuras no deben interpretarse de ninguna manera como limitantes del alcance de la presente invencion.

Figuras:

La Figura 1 muestra los niveles de peroxidacion lipidica por producto malondialdehido (MDA) en retinas rd70
tratadas con vectores PBS o AAV que comprenden un polinucleétido que codifica RACVFL, un polinucleétido que
codifica RACVF o un polinucledtido que codifica GFP.

Ejemplo:

Un ensayo de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS) (Okawa, H., Ohishi, N. y Yagi, K. Assay for lipid
peroxides in animal tissues by thiobarbituric acid reaction. Anal Biochem 95 351-358 (1979)). se usé para determinar
los niveles de la peroxidacion lipidica por producto malondialdehido (MDA) en retinas rd10 tratadas con vectores
PBS o AAV que comprenden un polinucledtido que codifica RACVFL, un polinucleétido que codifica RACVF o un
polinucledtido que codifica GFP. La prueba se realizé en tres retinas agrupadas y se repitio tres veces. Se muestra
un ensayo representativo (Figura 1). Los niveles de MDA disminuyeron un 18 % 0,9 % en ojos tratados con
RdCVFL en comparaciéon con ojos sin tratar. En consecuencia, el uso de RACVFL podria ser adecuado para el
tratamiento de AMD en donde la acumulacion de MDA representa una causa de la enfermedad.

Referencias:

A lo largo de la presente solicitud, diversas referencias describen el estado de la técnica al que pertenece esta
invencion.
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REIVINDICACIONES
1. Un polinucleétido o polipéptido de isoforma larga de factor de viabilidad derivado de bastén (RACVFL) para su uso
en un método para el tratamiento de la degeneracion macular relacionada con la edad (AMD) en un sujeto que lo
necesite, reduciendo el nivel de malondialdehido (MDA) en la retina.

2. El polinucledtido de RACVFL para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la secuencia de
polinucledtido de RACVFL esta asociada a elementos que permiten la regulaciéon de su expresion.

3. El polinucledtido de RACVFL para su uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde los elementos que
permiten la regulacion de su expresion comprenden una secuencia promotora.

4. El polinucledtido de RACVFL para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde la secuencia de
polinucledtido de RACVFL esta en forma de un vector.

5. El polinucleétido de RACVFL para uso de acuerdo con la reivindicacion 4 en donde el vector es un vector AAV.

6. El polinucledtido o polipéptido de RACVFL para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde el
polinucleétido o polipéptido de RACVFL se administra en un vehiculo oftalmico farmacéuticamente aceptable.
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