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DESCRIPCION
Composiciones a utilizar para tratar cataratas

Campo de la invencidon

La presente invencién se refiere a un tratamiento no quirdrgico de cataratas en un ser humano o animal. La invencion
se refiere especificamente a la administracion de una enzima desglicante y su o sus cofactores que da como resultado
la desglicacién de las cristalinas del cristalino. Por lo tanto, la presente invencion se refiere a un tipo de tratamiento de
cataratas minimamente invasivo que es mas facil y econémico en comparacion con los métodos quirargicos existentes.

Antecedentes de la invencién

Las cataratas son un problema de salud publica mundial. Debido al aumento global de la esperanza de vida, la
prevalencia de cataratas esta aumentando tanto en los paises industrializados como en los del tercer mundo. Se
estima que 95 millones de personas en todo el mundo estan afectadas por cataratas (1). Las cataratas siguen siendo
la principal causa de ceguera en el mundo (en desarrollo) (20 millones de personas afectadas de acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS)) (2). En 2012 se realizaron mas de 120 000 operaciones de cataratas solo
en Bélgica y este numero sigue aumentando cada afno. Dado que el tratamiento quirdrgico de cataratas actual es
relativamente caro y el nimero de oftalmélogos practicantes es pequefio en muchos paises en desarrollo, existe una
demanda creciente de prevencién o tratamiento de cataratas asequible, que sea accesible a una mayor cantidad de
pacientes. En el mundo occidental, las cataratas se tratan mediante una intervencién quirtrgica realizada por un
oftalmélogo capacitado, denominada facoemulsificacion (3). Este método consiste en la fragmentacién del cristalino
intraocular con cataratas mediante ondas de ultrasonido y la sustitucion de este ultimo por un nuevo implante de
cristalino de silicona o acrilico. Sin embargo, los principales inconvenientes de esta técnica quirtrgica son los elevados
costes economicos (maquinaria quirtrgica (coste 40 000-50 000 euros), microscopio quirtrgico (coste 50 000-70 000
euros), maquinaria para calcular el implante del cristalino (15 000-20 000 euros), reembolso por seguro nacional de
salud entre 1.500 y 2.500 euros por cirugia por ojo en cirugia de un dia), una larga curva de aprendizaje de varios
anos para el cirujano oftélmico, el riesgo de endoftalmitis postoperatoria que amenaza la visién, y adn la necesidad de
gafas para leer después (a menos que se implantan lentes multifocales) que cuestan entre 1.000 y 1.500 euros y no
son asequibles para la mayoria de los pacientes). Por el momento, el margen de mejora de las estrategias de
tratamiento actuales es marginal y se centra principalmente en mejorar la calidad de las lentes implantadas.

El cristalino de cristalinas es una estructura biconvexa transparente en el ojo. Las cristalinas a, B y y constituyen >
90% de la masa seca total de la lente (4). Debido a un recambio de proteinas muy bajo, las cristalinas pertenecen a
las proteinas mas longevas del cuerpo y, por lo tanto, son propensas a la glicacién progresiva con la edad. En el
proceso de glicacién de proteinas, los azlUcares metabdlicamente importantes, tales como glucosa y fructosa,
reaccionan con los grupos de amina primaria (amino terminal y grupo g-amino de la lisina), formando aductos que
luego pueden reorganizarse y reaccionar adicionalmente, lo que finalmente conduce a enlaces cruzados entre
proteinas, que a menudo inactiva estas proteinas o las hace resistentes a la maquinaria natural de degradacion celular.
Este proceso en el que se forman estos productos finales de glicacion avanzada (AGEs, por sus siglas en inglés)
también se conoce méas generalmente como la reaccién de 'Maillard', que de hecho es un conjunto de reacciones muy
complejo y aln bastante incomprensible. La glicaciéon no enzimatica y el dafio oxidativo de las proteinas del cristalino
son los principales factores responsables de la formacion de cataratas, al alterar la estructura y la estabilidad de la
proteina del cristalino e inducir la reticulacién, la agregacion y la insolubilizacién de las proteinas. Dillon et al. (5)
destacé el posible papel de la reaccion de Maillard en la glicacion de proteinas lenticulares. Debido a la larga semivida,
la a-cristalina sufre modificaciones postraduccionales irreversibles, de las cuales la glicacién es prominente,
especialmente en el envejecimiento y la diabetes mellitus. Recientemente, se cuantificd un amplio espectro de AGEs
con cromatografia liquida-espectrometria de masas en tandem. Los AGEs inducen cambios estructurales que afectan
a la transparencia del cristalino. En los cristalinos de pacientes jovenes, solo el 1,3% de los residuos de lisina de los
cristalinos estan glicados, mientras que a los 50 afnos este valor aumenta al 2,7% hasta aproximadamente al 4,2% en
personas de edad. En etapas avanzadas de la reaccion de Maillard, los residuos de azlcar pueden reticularse
adicionalmente con otras proteinas del cristalino. De hecho, pigmentos marrones aislados de cataratas después de la
digestion proteolitica tienen un espectro de absorcién de rayos UV, un espectro de excitaciéon de fluorescencia y un
tiempo de retencion cromatografica similar a los productos de la reaccion de Maillard (6). La proporcién de AGE es
incluso mas importante en pacientes diabéticos, ya que la concentracion de glucosa crénicamente elevada en la
hiperglucemia acelera la produccion de AGEs. Al mismo tiempo, la prevalencia de cataratas en pacientes diabéticos
es cinco veces mayor que entre los no diabéticos. De hecho, las cataratas son la principal complicacién en pacientes
diabéticos, incluso en personas jovenes: el 23-26 % de los pacientes diabéticos < 54 afios presentan cataratas, en
comparacioén con el 4-7 % en individuos no diabéticos del mismo grupo de edad. Este porcentaje aumenta con la edad:
en el grupo de edad de 55-64 afos, las cataratas se pueden detectar en el 54-70 % de los pacientes diabéticos y en
el 31-45 % de los no diabéticos (7).

Se sabe desde hace tiempo que la enzima fructosamina-3-quinasa constituye parte de la capacidad de reparacion
celular natural para el producto de condensacion inicial de glucosa con grupos amino primarios de proteinas (8). Su
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requerimiento de ATP como co-sustrato significa que requiere un contexto celular para funcionar, y esto ha
desalentado las investigaciones con respecto al uso terapéutico potencial. Mas importante ain, se desconoce la accion
de las enzimas sobre los productos finales de glicacion avanzada (AGEs).

El cuerpo vitreo del ojo es un deposito perfecto para contener agentes terapéuticos en el tratamiento de enfermedades
de la retina, como ya se ha demostrado ampliamente durante los Gltimos 10 afios. Los anticuerpos contra el factor de
crecimiento endotelial vascular (ranibizumab, bevacizumab), los receptores sefiuelo del factor de crecimiento del
endotelio vascular (aflibercept), se han inyectado rutinariamente en el humor vitreo para el tratamiento del edema
macular y las hemorragias debidas a la retinopatia diabética, la oclusion de la vena retiniana, degeneracién macular
relacionada con la edad, miopia patoldgica desde 2006 (9). El cuerpo vitreo se encuentra localizado entre el cristalino
y la retina y consiste en un gel viscoelastico esencialmente acelular que contiene mas del 98 % de agua y 2 % de
acido hialurénico, colagenos tipo Il y IX, fibronectina, fibrilina y optina (10).

Sin embargo, se desconoce por completo si la aplicacién local - a través de una Unica inyeccion intravitrea - de una
enzima desglicante tal como fructosamina-3-quinasa y el o los cofactores necesarios daria como resultado la
interrupcion de los productos finales de glicacion avanzada y estructuras reticuladas que conducen a la limpieza y el
ablandamiento de la lente y, por lo tanto, al tratamiento de cataratas.

Breve descripcién de las figuras.

La Figura 1 ilustra un sistema para la inyeccion intravitrea de enzimas desglicantes de acuerdo con una
realizacién de la presente invencion.

La Figura 2a muestra los cambios macroscopicos de cristalinos ovino, porcino y equino observados después
del tratamiento nocturno con inyeccion intravitrea de fructosamina-3 quinasa y cloruro de magnesio/trifosfato
de adenosina. Se muestran cristalinos del ojo sin tratar (figura de la izquierda) y tratados con fructosamina-
3-quinasa (figura de la derecha).

La Figura 2b muestra los cambios macroscoépicos en cristalinos de ratones. Después del tratamiento con
fructosamina-3-quinasa, se observa un cambio notable en la geometria del cristalino (representado por la
relacion del eje x/y). Después del tratamiento, se restablece la geometria esférica.

La Figura 3 ilustra el cambio en las propiedades mecéanicas de un cristalino del ojo equino tras el tratamiento
enzimatico con fructosamina-3 quinasa, de acuerdo con una realizacion de la presente invencion. Se muestra
la tasa de extension de un cristalino del ojo equino sin tratar (linea discontinua) y tratado (linea completa).

La Figura 4 muestra el andlisis de componentes principales basado en cambios espectrales infrarrojos de
cristalinos de ratones ob/ob después del tratamiento intravitreo con fructosamina-3 quinasa recombinante in
vivo. Se inyecté una mezcla de 12,5 pug/mL de fructosamina-3 quinasa recombinante, ATP 2,5 mM y MgCl2
0,5 mM en el ojo derecho (R) de cada uno de los ratones, mientras que en el 0jo izquierdo (L) se inyectd
solucion salina. Después de 24 h de incubacién, se sacrificaron los ratones y se enuclearon los ojos. Los
cristalinos se diseccionaron y analizaron en busca de cambios espectrales con espectroscopia de infrarrojo
cercano. Las flechas indican la diferencia entre los ojos tratados con solucién salina (C, gris claro) y los
tratados con fructosamina-3 quinasa contralateral (T, gris oscuro) de cada uno de los ratones. Todos los
ratones utilizados en este experimento eran ratones ob/ob.

La Figura 5 muestra el analisis de los componentes principales basado en cambios espectrales infrarrojos
de cristalinos de ratones después de la glicacién in vitro y el tratamiento con fructosamina-3 quinasa
recombinante. Para este experimento se utilizaron ratones wt/wt. Se inyecté una mezcla de 8,33 pg/mL de
fructosamina-3 quinasa recombinante, ATP 3,33 mM y MgCl2 1,33 mM en el ojo derecho (R) de cada uno de
los ratones, mientras que en el ojo izquierdo (L) se inyectd solucion salina. Después de 24 h de incubacion,
se sacrificaron los ratones y se enuclearon los 0jos. Los cristalinos se diseccionaron y se trataron como sigue:
C (circulo): no glicados in vitro (control); GL (cuadrado): glicados in vitro en una solucion de glucosa al 10 %
durante 48 h a 37 °C; dGL (triangulo): desglicados por tratamiento in vitro con 50 pl de una solucién que
contenia 8,33 ug/ml de fructosamina-3 quinasa recombinante, ATP 3,33 mM y MgCl2 1,33 mM durante 2 h a
37 °C; dGL16 (rombo): desglicados por tratamiento in vitro con 50 ul de una solucién que contenia 8,33 ug/ml
de fructosamina-3 quinasa recombinante, ATP 3,33 mM y MgClz 1,33 mM durante 16 h a 37 °C . L: ojo
izquierdo; R: ojo derecho. Se fusionaron los espectros a 1375-1515 nm (7272-6600 cm™') y 1650-1730 nm
(6060-5780 cm™).

La Figura 6 muestra la desglicacion tras el tratamiento con fructosamina-3 quinasa de fragmentos de
cristalinos humanos. Se tomaron partes alicuotas de un conjunto de fragmentos de cristalino humano de 7
pacientes con cataratas y se trataron con agua desionizada (control) o una solucién que contenia 8,33 ug/ml
de fructosamina-3 quinasa recombinante, ATP 3,33 mM y MgClz 1,33 mM (tratamiento con FN3K) durante 2
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horas a 37 °C. El contenido de fructosamina del tejido del cristalino se someti6 a ensayo utilizando un reactivo
de nitro azul tetrazolio. Se registré la absorbancia a 510, 530 y 550 nm utilizando un espectrofotometro
Shimadzu UV-1800.

La Figura 7 muestra muestras de un conjunto de fragmentos de cristalinos de cataratas humanos tratados
con una solucién de 16 pug/ml de FN3K, MgCl2 4 mM y ATP 0, 0,125, 0,25 o 2,5 mM en solucion salina, ya
sea como tal o complementado con un sistema de regeneracién de ATP que consiste en fosfocreatina 20 pM
(Sigma) y 0,5 mg/ml de creatina quinasa de musculo de conejo (Sigma). Los espectros de fluorescencia se
registraron con la intensidad de excitacion de 365 nm establecida de tal manera que el pico de 365 nm
detectado (haz de excitacién) fue igualmente alto en cada afeccion medida, lo que permitié la comparacion
de espectros. La Figura 7A muestra la disminucion de los compuestos glicados fluorescentes tras el
tratamiento con FN3K complementado con ATP suficiente (0,25-2,5 mM) o limitante (0,125 mM).

La Figura 7B muestra una disminucién en la fluorescencia de las muestras tratadas con FN3K
complementadas con ATP limitante (0,125 mM) en ausencia o presencia de un sistema de regeneracién de
ATP (CK-PC), en dos experimentos independientes.

Descripcidon detallada de la invencién

La presente invencion se refiere al hallazgo sorprendente de que la administracién, tal como una Unica inyeccion
intravitrea, de una fructosamina-3-quinasa y su o sus cofactores da como resultado una "limpieza" de cristalinos
altamente glicados y reticulados y afecta a sus propiedades mecanicas. En otras palabras, la dultima
administracion/inyeccion restablece la transmision de luz de los cristalinos y, por lo tanto, puede utilizarse para tratar
cataratas o prevenir el desarrollo de cataratas.

Por lo tanto, la presente invencién se refiere, en primer lugar, a una composicién que comprende una fructosamina-3-
quinasa y trifosfato de adenosina para uso en el tratamiento de cataratas en un ser humano o animal.

La presente invencién se refiere, ademas, a una composicién que comprende una fructosamina-3-quinasa vy trifosfato
de adenosina para uso en el tratamiento de cataratas en un ser humano o un animal, en donde dicha composicion se
administra mediante inyeccion intravitrea.

La presente invencion se refiere, ademas, a una composicion para uso como se ha descrito arriba que comprende,
ademas, iones magnesio y/o un sistema de regeneracion de trifosfato de adenosina.

La presente invencién se refiere, ademas, a una composicion que comprende un sistema regenerador de
fructosamina-3-quinasa y trifosfato de adenosina para uso en el tratamiento de cataratas en un ser humano o un
animal.

La presente invencién se refiere, ademas, a una composicion que comprende un sistema de regeneracién de
fructosamina-3-quinasa vy trifosfato de adenosina para uso en el tratamiento de cataratas en un ser humano o un
animal, en donde dicha composicién se administra mediante inyeccion intravitrea.

La invencién se refiere, ademas, a una composicién que comprende un sistema de regeneracion de fructosamina-3-
quinasa y trifosfato de adenosina para uso como se ha descrito arriba que comprende, ademas, iones magnesio.

La expresion 'una fructosamina-3-quinasa’' se refiere a enzimas clasificadas como enzimas 2.7.1.171 en - por ejemplo-
la base de datos de enzimas Brenda (www.brenda-enzymes.org). Estas ultimas enzimas son parte de un sistema
dependiente de ATP para eliminar hidratos de carbono de proteinas glicadas no enzimaticamente y catalizar la
siguiente reaccion: ATP + [proteina]-N6-D-fructosil-L-lisina = ADP + [proteina]-N6-(3-O-fosfo-D-fructosil)-L-lisina. Mas
especificamente, la expresién 'una fructosamina-3-quinasa' se refiere - como un ejemplo no limitativo - a la
fructosamina-3-quinasa humana que tiene el nimero de acceso o el nimero de secuencia de referencia del Centro
Nacional de Informacién Biotecnoldgica (NCBI): NP_071441.1 (véase https://www.ncbi.nIm.nih.gov/protein/NP
071441). Debe quedar claro, ademas, que la expresion ‘una fructosamina-quinasa’ se refiere a las enzimas como se
describe arriba, pero también a fragmentos y variantes funcionales de las mismas. La expresion "fragmentos y
variantes funcionales" se refiere a fragmentos y variantes de las enzimas que se producen de forma natural. De hecho,
para muchas aplicaciones de enzimas, parte de la proteina puede ser suficiente para lograr un efecto enzimatico. Esto
mismo se aplica a las variantes (es decir, proteinas en las que uno o mas aminoacidos han sido sustituidos por otros
aminoacidos, pero que conservan la funcionalidad o incluso muestran una funcionalidad mejorada), en particular para
variantes de las enzimas optimizadas para la actividad enzimatica (como también se describe adicionalmente con
respecto a las enzimas recombinantes). El término 'fragmento’ se refiere, por lo tanto, a una enzima que contiene
menos aminoacidos que la secuencia de 309 aminoacidos de la fructosamina-3-quinasa humana que tiene el nimero
de secuencia de referencia NCBI: NP_071441.1 y que conserva dicha actividad enzimatica. Un fragmento de este tipo
puede ser, por ejemplo, una proteina con una delecion del 10 % o menos del numero total de aminoacidos en el
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extremo C y/o N. Por lo tanto, el término "variante" se refiere a una proteina que tiene al menos un 50 % de identidad
de secuencia, preferiblemente que tiene al menos un 51-70 % de identidad de secuencia, mas preferiblemente que
tiene al menos un 71-90 % de identidad de secuencia o lo mas preferiblemente que tiene al menos 91, 92, 93, 94, 95,
96, 97, 98 0 99 % de identidad de secuencia con la secuencia de 309 aminoacidos de la fructosamina-3-quinasa
humana que tiene el nimero de secuencia de referencia NCBI: NP_071441.1 y que conserva dicha actividad
enzimatica.

Por lo tanto, ortélogos, 0 genes en otros géneros y especies (aparte de la fructosamina-3-quinasa humana que tiene
el numero de secuencia de referencia NCBI: NP_071441.1) con al menos un 50 % de identidad al nivel de aminoécidos,
y que tienen dicha actividad enzimatica son parte de la presente invencion. El porcentaje de identidad de la secuencia
de aminodcidos se determina mediante el alineamiento de las dos secuencias y la identificacion del nimero de
posiciones con aminodacidos idénticos dividido por el nimero de aminoacidos en la secuencia mas corta x 100. La
Ultima ‘variante’ también puede diferir de la proteina que tiene el nimero de secuencia de referencia NCBI:
NP_071441.1 solo en sustituciones y/o modificaciones conservadoras, de manera que se conserva la capacidad de la
proteina de tener actividad enzimatica. Una "sustitucion conservadora" es una en la que un aminoacido se sustituye
por otro aminoacido que tiene propiedades similares, de modo que un experto en la técnica de la quimica de proteinas
esperaria que la naturaleza de la proteina no cambiara sustancialmente. En general, los siguientes grupos de
aminoacidos representan cambios conservadores: (1) ala, pro, gly, glu, asp, gin, asn, ser, thr; (2) cys, ser, tyr, thr; (3)
val, ile, leu, met, ala, phe; (4) lys, arg, his; y (5) phe, tyr, trp, his.

Las variantes también (o alternativamente) pueden ser proteinas como se describe en esta memoria, modificadas, por
ejemplo, por la delecién o adicion de aminoacidos que tienen una influencia minima en la actividad enzimatica como
se definié arriba, la estructura secundaria y la naturaleza hidropatica de la enzima.

Las expresiones 'trifosfato de adenosina' (ATP) e 'iones magnesio' se refieren a cofactores bien conocidos de estas
Ultimas enzimas.

La expresion 'sistema de generacion de trifosfato de adenosina’ se refiere a varios métodos enzimaticos y basados en
células enteras para regenerar ATP a partir de ADP o AMP como se describe - por ejemplo - por Woodyer R.D. et al.
2006 (11). En particular, la ultima expresion se refiere a las siguientes cuatro enzimas comdnmente utilizadas en la
regeneracion de ATP a partir de ADP: 1) el uso de fosfoenolpiruvato en una reaccion acoplada catalizada por piruvato
quinasa, 2) acetilfosfato acoplado con acetato quinasa, 3) fosfato de creatina acoplado con creatina quinasa y 4)
polifosfato acoplado con polifosfato quinasa. Preferiblemente, la expresién ‘sistema generador de ATP’ se refiere al
uso de fosfocreatina como fuente de energia secundaria y creatina quinasa para transferir su grupo fosfato a ADP
para regenerar ATP. El uso de estos Ultimos sistemas generadores de ATP limita, por lo tanto, la concentracién de
ATP presente en la mezcla inyectada en el cuerpo vitreo como también se describe mas adelante.

Las expresiones 'para tratar cataratas' se refieren a restablecer la transmisién de luz y/o mejorar las propiedades
mecanicas tales como la elasticidad de los cristalinos para mejorar la vision del sujeto tratado. Esta dltima expresion
también puede referirse a la prevencién del deterioro adicional de la transmision de luz y/o a las propiedades
mecanicas de un cristalino. En otras palabras, la expresion tratamiento implica una desglicacion de las proteinas del
cristalino que da como resultado la limpieza y el ablandamiento de dicho cristalino.

El término 'animal' puede referirse a cualquier animal tal como un caballo, cerdo, oveja, perro, gato o ratén.

La expresion ‘administracién por inyeccion intravitrea’ se refieren a la inyeccion de los compuestos de la presente
invencion en el cuerpo vitreo del 0jo. La técnica de inyeccion intravitrea se utiliza en condiciones asépticas controladas.
Se administra una anestesia adecuada antes de la inyeccion. Para el tratamiento de ojos de animales se utiliza
anestesia general - por ejemplo - anestesia inhalatoria con isoflurano al 5 %. Para el tratamiento de seres humanos,
se pueden utilizar gotas anestésicas locales. Se puede utilizar una aguja de calibre 32 para la inyeccién en ojos de
animales mas pequefios (como un pequefio roedor) y una aguja de calibre 30 en ojos humanos y ojos de animales
mas grandes como caballos y cerdos. En todas las especies, la esclerotica penetra en un angulo de 45 °- 90 °. En el
raton - por ejemplo - la esclerética puede penetrar a 1 - 1,5 milimetros del limbo, y en los seres humanos, la esclerotica
puede penetrar a 3 - 5 milimetros del limbo. La aguja atraviesa la esclerética y la coroides hasta llegar al cuerpo vitreo.
La aguja no toca el cristalino ni la retina. La composicion de la presente invencién puede administrarse como tal y la
aguja se retira inmediatamente.

Sin embargo, debe quedar claro que ademas de inyectar dichas cantidades terapéuticamente efectivas por via
intravitrea -que es la forma preferida de administracion - también podrian contemplarse otros medios de
administracion, tales como -pero no limitados a - |la aplicacién externa como gotas o geles, otras aplicaciones internas
tales como suministro supracoroideo, suministro subretiniano, suministro mediante terapia génica mediante el uso de
virus adeno-asociados u otros virus, o implantes con o sin posibilidad de rellenar el vitreo, en cualquier otra parte del
0j0 0 anexos oculares.



10

15

20

25

30

35

ES2917628 T3

Por lo tanto, la presente invencién se refiere - en otras palabras - a un método para tratar (o prevenir) las cataratas en
un sujeto que lo necesita, en donde dicho método comprende una inyeccion (o administracion) de una cantidad
terapéuticamente efectiva de un compuesto que comprende una fructosamina-3-quinasa y adenosina trifosfato, o un
sistema generador de fructosamina-3-quinasa y adenosina trifosfato, o una fructosamina-3-quinasa y adenosina
trifosfato y un sistema generador de adenosina trifosfato, o una fructosamina-3-quinasa y trifosfato de adenosina e
iones magnesio, o un sistema generador de fructosamina-3-quinasa y trifosfato de adenosina y un sistema generador
de trifosfato de adenosina e iones magnesio, o un sistema generador de fructosamina-3-quinasa y un trifosfato de
adenosina e iones magnesio en el cuerpo vitreo del ojo de dicho sujeto.

La expresién ‘una cantidad terapéuticamente eficaz’ se refiere a una cantidad que oscila entre 5 pl (para inyectar en
un solo ojo de ratdn) y 50 pl (para inyectar en un solo ojo de bovino) tomada de una dosis terapéutica que oscila entre
aproximadamente 4,17 y 12,5 ug/ml de fructosamina-3-quinasa, ATP 2,50 y 4,17 mM y MgCl2 1,00 y 1,67 mM. Estas
ultimas dosis terapéuticas pueden obtenerse mezclando 1:1, 1:2, 1:3 0 1:5 una solucién de 25 pg/ml de fructosamina-
3-quinasa con una solucion reciente de ATP 5 mM/MgClz22 mM.

La presente invencion se refiere, ademas, a una composicion como se indico arriba, en donde dicha fructosamina-3-
quinasa es una fructosamina-3-quinasa recombinante. El término ‘recombinante’ se refiere a fructosamina-3-quinasa
obtenida como resultado de la expresion de ADN recombinante que codifica una fructosamina-3-quinasa dentro de
células vivas tales como bacterias o células de levadura. Se dirige a los profesionales a Sambrook et al. Molecular
Cloning: A laboratory Manual, 42 ed., Cold Spring Harbor press, Plainsview, Nueva York (2012) y Ausubel et al. Current
Protocols in Molecular Biology (suplemento 114), John Wiley & Sons, Nueva York (2016).

Mas especificamente, la presente invencién se refiere a una fructosamina-3-quinasa recombinante que se puede
obtener por produccion recombinante en Pichia pastoris e, incluso mas especificamente, en donde dicha fructosamina-
3-quinasa recombinante que se puede obtener por produccién recombinante en Pichia pastoris tiene la secuencia de
aminodcidos dada por SEQ ID N° 1 o SEQ ID N° 2. SEQ ID N°1 es una construccion con una etiqueta HIS escindible
N-terminal y un enlazador Asp-Glu-Val-Asp (DEVD) escindible con caspasa 3 entre la etiqueta His6 y la secuencia
codificante de la proteina que permite la eliminacién limpia de la etiqueta. SEQ ID N° 2 es la version escindida de SEQ
ID N° 1.

Las secuencias de aminoacidos de SEQ ID N° 1 y SEQ ID N° 2 (y sus secuencias de acido nucleico codificantes SEQ
ID N° 3y SEQ ID N° 4, respectivamente) son las siguientes:

SEQID N° 1:
Tipo: aminoacido de 1 letra (subrayado: etiqueta His6 , cursiva: enlazador, negrita subrayada: sitio de
escision de caspasa)

MHHHHHHVNGPGSDEVDEQLLRAELRTATLRAFGGPGAGCIL SEGRAYDTDAGPVEVKVNRRTOARQME

EGEVASLEALRSTGLVRVPRPMKVIDLPGGGAAFVMEHLKMKSLSSQASKLGEQMADLHLYNQKLREK
LKEEENTVGRRGEGAEPQYVDKFGFHTVTCCGF IPQVNEWQDDWP TEFFARHRLQAQLDLIEKDYADRE
ARELWSRLOVKIPDLFCGLEIVPALLHGDLWSGNVAEDDVGPIIYDPASEYGHSEFELATALMEGGEDP
RSFFTAYHREKIPKAPGFDORLLLYQLFNY LNHWNHFGREYRSPSLGTMRRLLK*

SEQID N° 3:
Tipo: ADN (subrayado: etiqueta His6. cursiva: enlazador, negrita subrayada: sitio de escision de caspasa)
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ATGCATCATCATCATCATCATGITAACGGTCCAGGTITCTGATGAAGTTGATCAACAGTTGTTGAGAGC

TGAGTTGAGAACTGCTACTTTGAGAGCTTTTGGTGGTCCAGGTGCTGGTTIGTATTTCTGAGGGTAGAG
CTTACGATACTGACGCTIGGTCCAGTITTCGTTAAGGTTAACAGAAGAACTCAGGCTAGACAGATGTIC
GAGGGTGAAGTTGCTTICTTITGGAGGCTTTGAGATCCACTGGTTTIGGT TAGAGTTCCAAGACCAATGAA
GGTTATCGACTTGCCAGGTGGTGGTGCTGCTTTTGTTATGGAACACTTGARGATGAAGTCCTTGTCCT
CCCAGGCTTCTAAGTTGGGETGAACARATGGCTGACTTGCACTTGTACAACCAGAAGTTGAGAGAAAAG
TTGAAAGAGGAAGAGAACACTGTTGGTAGAAGAGGTGAAGGTGCTGAGCCACAATACGTTGACAAGTT
CGCTTTCCACACTGTTACTTGTTIGTGCTITCATCCCACAGGTTAACCAGTGGCAAGATGACTGGCCAA
CTTTCTTCGCTAGACACAGATTGCAAGCTCAGTTGGACTTGATCGAGAAGGACTACGCTGACAGAGAA
GCTAGAGAATTGTGGTCCAGATTIGCAGGTTAAGATCCCAGACTIGTTCTGTIGGITIGGAGATCGTTCC
AGCTTTGTITGCACGGTGATTTCTGGTCTGGTAACCGTTGCTGAAGATCACGTTGGCTCCAATTATCTACG
ACCCAGCTTCTTTCTACGGTCACTCTGAATTCGAGTTGGCTATCGCTTTGATGTTCGGTGGTTTCCCA
AGATCCTTCTITCACTGCTTACCACAGAAAGATCCCAAAGGCTCCACGCTTTCGACCAGAGATTGTTCTT
GTACCAGTTGTITCAACTACTTIGAACCATTIGGAACCACTTCGGTAGAGAGTACAGATCTCCATCCTTGG
GTACTATGAGAAGATTGTTGAAGTAA

SEQ ID N° 2 (= FN3K después de la eliminacion de la etiqueta HIS N-terminal):
Tipo: amino&cido de 1 letra

EQLLRAELRTATLRAFGGPGAGCISEGRAYDTDAGPVEVEVNRRTQARQMEEGEVASLEALRSTGLVR
VPRPMEVIDLP GGGAAFVMEHLKMKS L3 SQASKLGEOMADLHLYNOKLREKLKEEENTVGRRGEGAEP

OYVDKEGFHTVICCGFIPQVNEWQDDWP TFFARHRLOAQLDLIEKDYADREARELWSRLOVEIPDLEC
GLEIVPALLHGDLWSGNVAEDDVGPIIYDPASFYGHSEFELAIALMFGGFPRSFFTAYHRKIPKAPGE
DORLLLYQLFNYLNHWNHFGREYRSPSLGTMRRLLK*
SEQID N° 4:
Tipo: ADN
GAACAGTIGTTGAGAGCTGAGTTGAGAACTGECTACTTTGAGAGCTTTTGGTGGTCCAGGTGCTGGTTG
TATTTCTGAGGGTAGAGCTTACGATACTGACGCTGGTCCAGTTTITCGTTAAGGTTAACAGAAGAACTC
AGGCTAGACAGATGTTCGAGGGTGAAGTTGCTTCTTTGGAGGCTTTGAGATCCACTGGTTTGGTTAGA
GTTCCAAGACCAATGAAGGTTATCGACTTGCCAGGTGGTGGTGCTGCTTTTGTTATGGAACACTTGAR
GATGAAGTCCTTGTCCTCCCAGGCTTCTAAGTTGGGTGAACAAATGGCTGACTTGCACTTGTACAACC
AGAAGTTGAGAGARAAGTTGAAAGAGGAAGAGRAACACTGTTGGTAGAAGAGGT GAAGGTGCTGAGCCA
CAATACGTTGACAAGTTCGGTTTCCACACTGTTACTTGTTGTGGTTTCATCCCACAGGTTAACGAGTG
GCAAGATGACTGGCCAACTTTCTTCGC TAGACACAGATTGCAAGCTCAGTTGGACTTGATCGAGAAGG
ACTACGCTGACAGAGAAGCTAGAGAATTCTCCTCCAGATTCCAGGTTAAGATCCCAGACTICTTCTGT
GGTTTGGAGATCGTTICCAGCTTTIGTTGCACGGTGATTIGTIGGTCTGGTAACGTTGCTGAAGATGACGT
TGGTCCAARTTATCTACGACCCAGCTTCTTTCTACGGTCACTCTGAATTCGAGTTGGCTATCGCTTTGA
TGTTCGGTIGGTTTCCCAAGATCCTTCTTCACTGCTTACCACAGARAAGATCCCAAAGGCTCCAGGTTTC
GACCAGAGATTGTIGTIGTACCAGTTGTTCAACTACTIGAACCATTGGAACCACTTCGGTAGAGAGTA
CAGATCTCCATCCTTGGGTACTATGAGAAGATTGTTGAAGTAA

De hecho, la presente invencion se refiere -ademas- al hallazgo de que la fructosamina-3-quinasa recombinante

obtenible por produccion recombinante en Pichia pastoris y que tiene la secuencia de aminoacidos dada por SEQ ID

N° 1y 2 son enzimas preferidas para el tratamiento de cataratas. De hecho, se prefieren las Ultimas enzimas, porque
1) su produccion en Pichia resulté en mayores rendimientos de la enzima en comparacioén con la produccién en - por
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ejemplo - E. coli, 2) las enzimas tenian una mayor pureza cuando se analizaron en la pagina SDS y 3) se puede evitar
la presencia de endotoxina, que se sabe que provoca una inflamacioén ocular durante la inyeccion intravitrea (ref).

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar mejor la presente invencion y no deben considerarse como
limitativos del alcance de la invencién.

Ejemplos

Ejemplo 1: Produccion recombinante de fructosamina-3-quinasa

Un gen que codifica fructosamina-3-quinasa humana (que tiene el nimero de acceso o el numero de secuencia de
referencia del Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica (NCBI): NP_071441.1  (véase
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP071441), con codones optimizados para la expresion de Pichia pastoris (SEQ
ID N° 1), se clon6 en el vector de expresion pKai61 de P. pastoris de acuerdo con Claes , K. et al. ("Modular Integrated
Secretory System Engineering in Pichia Pastoris To Enhance G-Protein Coupled Receptor Expression,"ACS Synthetic
Biology 5, n® 10 (21 de octubre, 2016): 1070-75). El gen codificado contiene una etiqueta His6 N-terminal (MHHHHHH
) en marco con un sitio de escisién de caspasa-3 (DEVD) y la expresion esta bajo el control del promotor AOX1
inducible por metanol. El plasmido contiene un marcador de resistencia a zeocina para la seleccién en células
bacterianas asi como de levadura. Los vectores se linealizaron en el promotor AOX1 antes de la transformacion en P.
pastoris (cepa NRRL Y-11430) para fomentar la recombinacion homéloga en el locus AOX1 end6geno para una
integracién estable en el genoma.

Integrantes estables se cultivaron con agitacion a 28 °C en medio complejo tamponado con BMY (10 g/L de extracto
de levadura, 20 g/L de peptona, tampo6n fosfato de potasio 100 mM, pH 6,0, 13,4 g/L de YNB sin aminoacidos)
complementado con glicerol al 1 %. Después de 48 horas de crecimiento, se indujo la expresién recombinante
mediante transferencia a medio BMY complementado con metanol al 1%. Después de 48 horas de expresion, los
cultivos se centrifugaron, se desech6 el sobrenadante y los sedimentos se congelaron rapidamente en nitrégeno
liquido y se almacenaron a -20 °C.

Los sedimentos se descongelaron y se resuspendieron en tampon de lavado para la extracciéon de proteinas. Células
de Pichia pastoris se rompieron mecanicamente utilizando perlas de vidrio o de silice/zirconio de 0,5 mm. El
sobrenadante aclarado se purific6 mediante cromatografia de afinidad con Ni2* para la fructosamina-3-quinasa
etiquetada con His6, seguido de filtracién en gel. La proteina eluida en tampdn de muestra FN3K (Tris- HCI 20 mM pH
8,0, NaCl 150 mM, DTT 1 mM) se identificd como fructosamina-3-quinasa humana recombinante mediante SDS-PAGE
y transferencia Western con anticuerpos contra la etiqueta His6 y la proteina humana FN3K (ThermoFisher). La
actividad enzimatica se confirmé en un ensayo de actividad quinasa con un sustrato de 1 desoxi 1 morfolino D fructosa
(R&D Systems). Se congelaron instantaneamente partes alicuotas de fructosamina-3-quinasa en nitrégeno liquido y
se almacenaron a -20°C.

Ejemplo 2: Cambios macroscopicos de cristalinos de cerdo, oveja y caballo observados después de un
tratamiento nocturno con inyeccion intravitrea de fructosamina-3 quinasa

Los dos ojos del mismo animal fueron eviscerados y comparados para tener el mejor material comparable posible. Se
evisceraron ojos de cerdo, oveja y caballo de cadaveres recientes y se transportaron al laboratorio en hielo antes de
la inyeccion. En un ojo se inyectaron 50 pl de una solucion que contenia 8,33 ug/ml de fructosamina-3-quinasa
recombinante, ATP 3,33 mM y MgCl2 1,33 mM y en el otro ojo se inyectaron 50 pl de solucién salina. A continuacion,
los ojos completos se almacenaron a 37 °C durante 24 horas en NaCl al 0,9 % y los cristalinos se diseccionaron bajo
el microscopio. Durante la diseccion, se extrajo la capsula del cristalino, asi como las fibras de la zénula, y los
cristalinos se enjuagaron con NaCl al 0,9 % para eliminar las células pigmentarias negras, las células de la sangre y
los desechos, para permitir la maxima comparacién en la apreciacion del color del cristalino y las mediciones por
espectroscopia de infrarrojo cercano. También se prepararon cristalinos para estudios histol6gicos. Como se muestra
en la Figura 2a, se produjo una decoloracién y una transicién de turbia a transparente en el ojo tratado. La Figura 3
demuestra, ademas, que la tasa de extensién con la misma fuerza es mayor para el cristalino tratado en comparacion
con el cristalino no tratado.

Ejemplo 3: Control de la desglicacion tras el tratamiento en ratones

Se anestesiaron ratones wt/wt y ob/ob de 36-38 semanas de edad durante el procedimiento quirirgico con anestesia
inhalatoria (isoflurano al 5 %). Se inyect6 a ambos ojos del mismo animal, uno con 5 microlitros de fructosamina-3
quinasa (misma preparacion que el experimento en el ejemplo 2) y otro con 5 microlitros de NaCl al 0,9 %. 24 horas
mas tarde, se sacrificaron los ratones y se enuclearon ambos ojos. Como se muestra en la figura 2b, el tratamiento
con fructosamina-3 quinasa resulté en una normalizacion de la geometria del cristalino (se restablecié la forma esférica
fisiologica). Los espectros de infrarrojo cercano (NIR) de los cristalinos completos tratados y de control se registraron
fuera de linea utilizando un espectrémetro NIR equipado con una sonda de reflexion inmovilizada de siete fibras de
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400 pm, un detector de InGaAs y una lampara halégena (AvaSpecNIR256-2.5-HSC con una sonda de reflexion FCR-
7UVIR400-2-BX, Avantes). Dado que la glicacién da como resultado un desplazamiento espectral en el espectro
infrarrojo cercano de las proteinas, es posible observar picos especificos y variaciones espectrales en los espectros
NIR debido a la desglicacion de los cristalinos. Esto permitié a los autores de la invencion distinguir los cristalinos
diabéticos tratados con fructosamina-3-quinasa de los no tratados. En la FIG. 4 se muestran los resultados del
cristalino de control contralateral (C) y el cristalino tratado (T). Este gréafico ilustra muy bien que el uso de la
monitorizacién NIR no invasiva permitio a los autores de la invencion evaluar el tratamiento de forma no destructiva.

Ejemplo 4: Desglicacion de fragmentos de cristalino humano

Se obtuvieron fragmentos de cristalino humano después de la facoemulsificacion durante la cirugia de cataratas.
Después de la cirugia, el fluido de conservacion que contenia los fragmentos de cristalino se centrifugé a 3000 rpm
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después de la centrifugacién, se eliminé el sobrenadante. Los nédulos
de 7 pacientes de cataratas se agruparon para obtener una cantidad considerable de fragmentos de cristalino, que
luego pudieron dividirse en partes alicuotas. A partes alicuotas de suspension de cristalinos de 150 pl los autores de
la invencién afiadieron 100 pl de agua desionizada (control) o 100 pl de una solucién que contenia 8,33 ug/ml de
fructosamina-3 quinasa recombinante, ATP 3,33 mM y MgCl2 1,33 mM (tratamiento) durante 2 horas a 37 °C.
Posteriormente, se afiadié 1 ml de reactivo nitro azul de tetrazolio para someter a ensayo el contenido de fructosamina
del tejido del cristalino y las muestras se incubaron durante 1 h a 37 °C en cubetas de 10 mm. Se registré la
absorbancia a 510, 530 y 550 nm utilizando un espectrofotémetro Shimadzu UV-1800. Después de la correccién del
valor de referencia basado en la absorbancia a 510 nm y 550 nm, la absorbancia a 530 nm mostrd una reduccion del
30 % del contenido de fructosamina después de 2 horas de tratamiento con fructosamina-3 quinasa a 37 °C.

Ejemplo 5: Control de la glicacion y desglicacion in vitro de cristalinos de raton

Se observan cambios en el espectro infrarrojo cercano de los cristalinos de raton tras la glicacion in vitro y el
tratamiento con fructosamina-3 quinasa recombinante. Se evisceraron y enuclearon ambos ojos de ratones wt. Los
cristalinos de los ratones se glicaron in vitro en una solucion de glucosa al 10 % durante 48 h a 37 °C y luego se
desglicaron por inmersion en 50 pl de una solucién que contenia 8,33 pg/ml de fructosamina-3 quinasa recombinante,
ATP 3,33 mM y MgClz 1,33 mM durante 16 horas a 37 °C. La glicacion se control6 mediante el registro de espectros
de infrarrojo cercano antes y después de la glicacion y después de 2 y 16 horas de tratamiento. El andlisis de
componentes principales de los espectros fusionados a 1375-1515 nm (7272-6600 cm™') y 1650-1730 nm (6060-5780
cm™) muestra un desplazamiento de la poblacion hacia la izquierda tras la glicacion in vitro (Figura 5) y un
desplazamiento en la direccidon opuesta tras el tratamiento con fructosamina-3 quinasa. El desplazamiento depende
del tiempo de incubacion con la enzima, lo que ademas indica su posible efecto desglicante.

Ejemplo 6: Cambios macroscopicos del cristalino de cerdos, ovejas y caballos observados después de un
tratamiento nocturno con inyeccion intravitrea de fructosamina-3 quinasa y un sistema generador de ATP

Para limitar la concentracion de ATP presente en la mezcla inyectada, se emplea un sistema de regeneracion de ATP
utilizando - por ejemplo - fosfocreatina como fuente de energia secundaria y creatina quinasa para transferir su grupo
fosfato a ADP para regenerar ATP (11, 12, 13).

La actividad de la fructosamina-3-quinasa se mide en presencia de un intervalo de 0,1 a 1000 uM de ATP y con o sin
un exceso de fosfocreatina diez veces mayor (Sigma-Aldrich, Paises Bajos). Para regenerar ATP, se afiaden 500
pg/ml de creatina quinasa (tal como creatina quinasa humana recombinante BB (Biotechne R&D Systems Europe,
Reino Unido) o creatina quinasa de musculo de conejo (Sigma)). En un ensayo de actividad de quinasa de
microtitulacion in vitro (R&D Systems) con un sustrato de 1-desoxi-1-morfolino-D-fructosa (DMF, Biotechne R&D
Systems Europe, Reino Unido), el ADP liberado después de que la actividad FN3K se convirtié en fosfato libre por una
fosfatasa y se midio la liberacién de fosfato. En presencia de 4 ug/ml de FN3K, la liberacion de fosfato dependia de la
concentracién de ATP (0,04-2,4 mM) afiadido. Sin embargo, si se afadia a la mezcla un sistema de regeneracion de
ATP consistente en fosfocreatina 20 uM (Sigma) y 0,5 mg/ml de creatina quinasa de musculo de conejo (Sigma), la
liberacion de fosfato disminuia, lo que indicaba la actividad del sistema de regeneracion de ATP. Un ensayo de
actividad basado en HPLC para FN3K con el sustrato N-a-hipuril-N-¢- psicosilisina (14) demuestra que la concentracién
de ATP requerida para la actividad de FN3K disminuye al afadir un sistema de regeneracion de ATP.

Para demostrar el uso de un sistema de regeneracion de ATP para potenciar el tratamiento con FN3K en cristalinos
humanos, se fragmentaron veinte cristalinos de cataratas humanos mediante facoemulsificacion y se agruparon. Las
muestras del grupo de fragmentos de cristalinos de cataratas humanas se trataron con una solucion de 16 pug/ml de
FN3K, MgCl2 4 mM y ATP 0, 0,125, 0,25 o 2,5 mM en solucion salina, ya sea como tal o complementada con un
sistema de regeneracién de ATP que consiste en fosfocreatina 20 pM (Sigma) y 0,5 mg/ml de creatina quinasa de
musculo de conejo (Sigma), que se activd en DTT 20 mM antes de su uso de acuerdo con Favre et al (15). Los
espectros fluorescentes se registraron fuera de linea utilizando un espectrometro Flame-S-VIS-NIR-ES equipado con
una sonda de reflexion inmovilizada de siete fibras de 400 um y una fuente de luz LED de alta potencia LLS-365
(Flame-S-VIS-NIR-ES con sonda de reflexion QR400-7-VIS-BX Premium, OceanOptics). La intensidad de excitacién
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se fij6 de tal manera que el pico de 365 nm detectado (haz de excitacién) fuera igualmente alto en cada condicién
medida, lo que permitié la comparacion de espectros. Los picos de fluorescencia a 455 nm y 490 nm disminuyeron
con el tratamiento con FN3K (Figura 7A), lo que indica una disminucién en los compuestos glicados. Sin embargo, si
la concentracion de ATP era limitante (0,125 mM), la disminucién de la fluorescencia era limitada. Tras la adicion de
un sistema de regeneracion de ATP (Figura 7B izquierda), este efecto se revirtié y la fluorescencia a 455 nm y 490 nm
disminuy6 a niveles similares a los de las muestras tratadas con FN3K con suficiente ATP (0,25 - 2,5 mM) anadido,
mientras que los niveles de fluorescencia del ultimo no cambi6 con la adicion del sistema de regeneracién de ATP. En
un experimento repetido independiente (Figura 7B derecha), se observé una disminucién similar de la fluorescencia
inducida por el sistema de regeneracion de ATP tras el tratamiento con FN3K con una concentracion limite de ATP
(0,125 mM). Estos resultados indican que si las concentraciones de ATP son limitantes, el tratamiento con FN3K de
fragmentos de cristalino humano con cataratas puede potenciarse mediante la adiciéon de un sistema de regeneracion
de ATP que consiste, por ejemplo, en fosfocreatina (Sigma) 20 uM y 0,5 mg/ml de creatina quinasa.

Teniendo en cuenta que la Kv de la fructosamina-3-quinasa para ATP puede variar con el sustrato utilizado (DMF
frente a sustratos naturales tales como fructosamina (16, 17)) y el requisito de difusién desde el espacio intravitreo al
cristalino, se inyectaron por via intravitrea 12,5 pug/ml de fructosamina-3-quinasa en una mezcla de reaccion que
contenia 1 a 1000 pM de ATP y un exceso de diez veces de fosfocreatina, 50 ug/ml de creatina quinasa y MgClz 1
mM en solucién salina tamponada con HEPES pH 8,0.

Se observan cambios macroscopicos en cristalinos del ganado después del tratamiento durante la noche con la mezcla
de tratamiento arriba mencionada. Se evisceran dos ojos del mismo animal y se comparan para tener el mejor material
equiparable posible. Los ojos se evisceran de cadaveres recientes y se transportan al laboratorio en hielo antes de la
inyeccién. En un ojo se inyecta una concentracion final de 12,5 pug/ml de fructosamina-3-quinasa en una mezcla de
reaccion como se ha descrito arriba, mientras que en el segundo ojo se inyecta la misma mezcla de reaccién, pero se
omite la fructosamina-3-quinasa. Los ojos completos se incuban a 37 °C durante 24 horas en NaCl estéril al 0,9 % y
los cristalinos se diseccionan bajo el microscopio. Durante la diseccion, se extrae la capsula del cristalino, asi como
las fibras en la zénula y los cristalinos se enjuagan con NaCl estéril al 0,9 % para eliminar las células pigmentarias
negras, células de la sangre y los desechos, de modo que se obtenga una comparacién maxima en la apreciacion del
color de los cristalinos y fueron posibles mediciones por espectroscopia de infrarrojo cercano. También se preparan
cristalinos para estudios histolégicos.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende una fructosamina-3-quinasa y trifosfato de adenosina (ATP) para uso en el
tratamiento de cataratas en un ser humano o un animal.

2. Una composicién para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicha composicion se administra mediante
inyeccién intravitrea.

3. Una composicién para uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, que comprende, ademas, iones magnesio.

4. Una composicién para uso de acuerdo con la reivindicacién 1, 2 o 3 que comprende, ademas, un sistema de
regeneracion de trifosfato de adenosina.

5. Una composicion que comprende una fructosamina-3-quinasa y un sistema de regeneraciéon de trifosfato de
adenosina para uso en el tratamiento de cataratas en un ser humano o un animal.

6. Una composicién para uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde dicha composicion se administra mediante
inyeccién intravitrea.

7. Una composicién para uso de acuerdo con la reivindicacion 5 o 6 que comprende, ademas, iones magnesio.

8. Una composicion para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde dicha fructosamina-3-
quinasa es una fructosamina-3-quinasa recombinante.

9. Una composicién para uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde dicha fructosamina-3-quinasa recombinante
se puede obtener mediante produccién recombinante en Pichia pastoris.

10. Una composicion para uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde dicha fructosamina-3-quinasa
recombinante que se puede obtener mediante produccion recombinante en Pichia pastoris tiene la secuencia de
aminoacidos dada por SEQ ID N° 1 o0 SEQ ID N° 2.

11. Una composicién para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde dicho tratamiento de
cataratas implica una desglicacién de las proteinas del cristalino que da como resultado la limpieza y el ablandamiento
de dicho cristalino.
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