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DESCRIPCION

Distribucién de factores angiogénicos mediada por virus adenoasociados.
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a la distribucién de viriones recombinantes de virus adenoasociados a tejido
muscular. Mds especificamente, la invencién se refiere a la distribucién de viriones AAVr que contienen un transgén
que codifica un factor angiogénico a muisculo isquémico y no isquémico. La invencién también se refiere al tratamiento
de enfermedades isquémicas.

Antecedentes de la invencion

La arteriopatia coronaria es la causa mds comun de insuficiencia cardiaca en el mundo occidental. En los Estados
Unidos, alrededor de 7 millones de personas sufren la enfermedad, con mas de 500.000 personas que mueren de la
misma cada afio, lo que hace de la arteriopatia coronaria el asesino nimero uno de hombres y mujeres en Améri-
ca. Ademds, aproximadamente otros 700.000 americanos mds experimentan ataques de corazén no fatales, con una
morbilidad significativa una consecuencia clinica comun, ya que con frecuencia produce dafio cardiaco irreparable.
Este dafo al tejido cardiaco estd causado por la isquemia. La isquemia de miocardio se produce cuando el misculo
cardiaco deja de recibir un suministro adecuado de sangre y se le priva asi de los niveles esenciales de oxigeno y
nutrientes. Si el estado hipdxico e hiponutricional posterior no se corrige, se producird necrosis del tejido cardiaco; es
decir, evolucionard a infarto de miocardio, y si es lo suficientemente grave, se producira un paro cardiaco.

La causa mas frecuente de la isquemia cardiaca, la ateroesclerosis, resulta del estrechamiento y endurecimiento de
las arterias coronarias que proporcionan el flujo sanguineo al musculo cardiaco. El estrechamiento y endurecimien-
to puede llegar a ser lo suficientemente inexorable para bloquear completamente la arteria afectada. Otros factores
conocidos que causan oclusién de la arteria coronaria incluyen tromboembolias (en ausencia de ateroesclerosis) y
anormalidades anatémicas congénitas.

Las estrategias terapéuticas actuales para la isquemia de miocardio incluyen la intervencién farmacoldgica, ciru-
gia de revascularizacién coronaria, y técnicas endovasculares no quirdrgicas (por ejemplo, angioplastia transluminal
percutdnea, stents endovasculares). La terapia farmacoldgica estdndar se basa en estrategias que implican aumentar
el suministro de sangre al musculo cardiaco o disminuir la demanda de oxigeno y nutrientes por parte del musculo
cardiaco. El tratamiento quirtrgico de la cardiopatia isquémica se basa en la derivacion los segmentos enfermos de
la arteria con injertos de revascularizacion estratégicamente situados. Las técnicas endovasculares no quirdrgicas se
basan en el uso de catéteres o stents para reducir el estrechamiento en las arterias coronarias enfermas. Todas estas es-
trategias se usan para reducir el niimero de, o eliminar, los episodios isquémicos, pero todas tienen varias limitaciones.
La necesidad de desarrollar estrategias terapéuticas mas efectivas se basa parcialmente en el hecho de que las victimas
supervivientes de episodios isquémicos tienen sustancialmente mayor riesgo para episodios posteriores de isquemia,
lo que en muchos casos ha demostrado ser fatal.

Ademads de en el corazén, la isquemia puede ocurrir en el cerebro, las extremidades, pulmones, y rifiones, produ-
ciendo ictus, trombosis venosa profunda, émbolos pulmonares e insuficiencia renal. La arteriopatia periférica (es decir,
isquemia no miocdrdica) afecta aproximadamente a 8-10 millones de personas en los Estados Unidos. Con frecuencia
produce neuropatias periféricas, donde las neuronas sensoriales y motoras estidn negativamente afectadas. El prondsti-
co de los pacientes con estos factores de riesgo es limitado debido a sus riesgos mayores de infarto de miocardio, ictus
y muerte cardiovascular. Con frecuencia es necesario tratar juntas la isquemia periférica y miocardica.

Muchas estrategias terapéuticas nuevas para tratar la enfermedad isquémica se centran en estimular el desarrollo
de nuevos vasos sanguineos, un proceso conocido como angiogénesis. La angiogénesis, o la proliferacion de nuevos
vasos sanguineos capilares, es un proceso fundamental necesario para el crecimiento y desarrollo normales de los
tejidos. Es un requerimiento para el desarrollo y diferenciacion del arbol vascular, asi como para una gran variedad de
otros procesos fisioldgicos. Entre estos, la angiogénesis se produce como una parte de los mecanismos de reparacién
del cuerpo, por ejemplo, en la curacién de heridas.

Los vasos sanguineos capilares consisten en células endoteliales y pericitos. Estos dos tipos de células llevan
la informacién genética indispensable para formar tubos, ramas y redes enteras de capilares. Moléculas especificas
pueden iniciar este proceso. En vista de la importancia fisioldgica de la angiogénesis, se ha dedicado mucho esfuerzo
al aislamiento, caracterizacion y purificacion de factores que pueden estimular la angiogénesis, y se han purificado y
caracterizado un nimero de polipéptidos que lo hacen.

Uno de esos factores angiogénicos, que especificamente se une y activa células endoteliales vasculares, es el factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF). El VEGF es una proteina vasoactiva potente. Se han descrito cuatro
variantes moleculares diferentes del VEGF. La variante de 165 aminodcidos es la forma molecular predominante
que se encuentra en células y tejidos normales. También se conocen una forma menos abundante, mas corta con
una delecién de 44 aminodcidos entre las posiciones 116 y 159 (VEGF),,), una forma mas larga con una insercién
de 24 residuos bdsicos en la posicion 116 (VEGFg), y otra forma mdas larga con una inserciéon 41 aminoacidos
(VEGF,), que incluye la insercién de 24 aminoacidos encontrada en VEGF,g. VEGF),; y VEGF 45 son proteinas
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solubles. VEGF,3y y VEGF, parecen estar mayoritariamente asociadas a células. Todas las versiones de VEGF son
biolégicamente activas.

Las distintas formas de VEGF estén codificadas por el mismo gen y se producen mediante ayuste alternativo del
ARN mensajero. Esta conclusion esté respaldada por andlisis de Southern blot de ADN gendémico humano, que mues-
tra que el patrén de restriccion es idéntico utilizando una sonda para VEGF¢;s 0 una que contiene la insercién en
VEGF,. El andlisis de clones gendmicos en el drea putativa del ayuste del ARNm también muestra una estructura
intrén/exon consistente con el ayuste alternativo. Recientemente, se ha descrito una nueva isoforma de VEGF, deno-
minada VEGF-2. Su perfil de expresion es similar a VEGF, y también se ha demostrado que estimula la proliferacién
de células endoteliales vasculares, mientras que inhibe el efecto estimulante de la proliferaciéon en células vasculares
de musculo liso provocado por el factor de crecimiento derivado de plaquetas.

VEGEF puede tener diferentes efectos que dependen del contexto bioldgico especifico en que se encuentra. VEGF
es un potente mitégeno para células endoteliales y contribuye directamente a la induccién de la angiogénesis in vivo
promoviendo la proliferacién de células endoteliales durante el desarrollo normal o durante la curacién de heridas. Una
de las propiedades mas notables de VEGF es su especificidad. Es mitogénico in vitro a 1 ng/ml para células endoteliales
de capilares y venas umbilicales humanas, pero no para células de corteza adrenal, células epiteliales de la cérnea o el
cristalino, células vasculares de musculo liso, células endoteliales de la cérnea, células de la granulosa, queratinocitos,
fibroblastos BHK-21, células 3T3, fibroblastos embrionarios de rata, fibroblastos de placenta humana y células de
sarcoma humano. La especificidad de células diana de VEGF parece estar restringida a células endoteliales vasculares.
Mediante unién a su receptor (un receptor tirosina quinasa de la superficie de las células endoteliales), VEGF puede
inducir una secuencia de sucesos que producen angiogénesis y se ha demostrado que estimula el crecimiento de
capilares en varios modelos animales de isquemia. Es capaz de estimular la proliferacién de células endoteliales
aisladas de vasos pequefos y grandes. La expresion de VEGF estd desencadenada por la hipoxemia de modo que la
proliferacion de células endoteliales y la angiogénesis parecen estar especificamente estimuladas en dreas isquémicas.

Otro factor angiogénico que se ha caracterizado relativamente bien es el factor de crecimiento de fibroblastos
(FGF). Existen al menos nueve miembros de la familia de FGF, esto es de FGF-1 (denominado alternativamente
FGF 4cido) hasta FGF-9, de los cuales no todos estan asociados con la angiogénesis. FGF-2, también conocido como
FGF basico, es una de las proteinas mds extensamente caracterizadas en el proceso de angiogénesis. Por ejemplo,
se ha mostrado en estudios que la inyecciéon de FGF-2 en arterias coronarias caninas adultas durante la oclusién
coronaria produce un aumento en la formacion de nuevos vasos sanguineos, produciendo segtin se informa un descenso
en la disfuncién del miocardio. Se ha informado de resultados similares en otros modelos animales de la isquemia
miocdrdica. En ensayos basados en células, se ha mostrado que FGF-2 tiene un efecto sinergistico con VEGF para
inducir proliferacién de células endoteliales en estructuras similares a capilares. In vivo, se ha mostrado que FGF-
2, junto con VEGF, induce angiogénesis. El receptor de FGF es similar al receptor de VEGF en que es un receptor
tirosina quinasa de la superficie celular. La unién del ligando activa el receptor induciendo un cambio conformacional
que resulta en el desencadenamiento de la actividad tirosina quinasa, que produce una cascada de transduccién de
sefiales que afecta a la expresion génica y resulta por dltimo en la proliferacién de células endoteliales.

La angiopoyetina-1, un factor angiogénico recientemente descubierto, se identific por primera vez debido a su
implicacién en los estadios tardios de la angiogénesis. Por ejemplo, hay estudios que muestran que, cuando se afiaden
VEGEF y angiopoyetina-1 juntos en un ensayo angiogénico, se forman vasos mayores, mds numerosos y mas rami-
ficados respecto al tratamiento con VEGF solo. Otro estudio mostré que la angiopoyetina-1 indujo proliferacién de
células endoteliales y crecimiento de capilares en ausencia de VEGF, y que estos nuevos vasos sanguineos no eran
“porosos”, a diferencia del VEGF, que indujo la formacién de nuevos vasos sanguineos que eran porosos. El mismo
estudio demostré que la coexpresion de VEGF y angiopoyetina-1 producia un efecto aditivo en la formacién de nuevos
vasos sanguineos, y que estos nuevos vasos sanguineos no eran porosos.

Un prerrequisito para alcanzar un efecto angiogénico con estas proteinas sin embargo, ha sido la necesidad de
distribucién de la proteina repetida o a largo plazo, que limita la utilidad de inyectar directamente estas proteinas para
estimular la angiogénesis en el dmbito clinico. Por lo tanto, una aproximacion que no depende de las inyecciones o la
infusién repetidas de factores angiogénicos, que permitiria niveles de expresion de factores angiogénicos a largo plazo
y continuos, y alcanzaria conclusiones terapéuticas definidas, proporcionaria beneficios potenciales en el tratamiento
de enfermedades isquémicas. Actualmente se desarrollan varios métodos de terapia génica para alcanzar este fin.

Idealmente, tales métodos de terapia génica permitirdn la distribucién de niveles continuos de proteinas especificas
(u otras moléculas terapéuticas) al paciente. Se puede introducir una molécula de 4cido nucleico directamente en un
paciente (terapia génica in vivo), o en células aisladas de un paciente o un donante, que posteriormente se devuelven
al paciente (terapia génica ex vivo). El 4cido nucleico introducido dirige entonces las células propias del paciente
o las células injertadas para producir el producto terapéutico deseado. La terapia génica puede también permitir a
los médicos seleccionar 6rganos especificos o dianas celulares (por ejemplo, musculo, células sanguineas, células
cerebrales, etc.) para la terapia.

Los 4cido nucleicos se pueden introducir en las células de un paciente de diversas maneras, incluyendo métodos de
distribucién de genes mediada por virus, de distribucién de ADN desnudo, y de transfeccién. Los virus recombinantes
mds cominmente usados en ensayos de terapia génica (asi como en investigacion preclinica) son aquellos basados
en retrovirus, adenovirus, virus del herpes, poxvirus, y virus adenoasociados (AAV). Alternativamente, se pueden
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utilizar métodos de transfeccion para la distribucidn de genes. Aunque los métodos de transfeccidn generalmente no
son adecuados para la distribucién de genes in vivo, se pueden utilizar para la transferencia de genes ex vivo. Tales
métodos incluyen métodos quimicos de transfeccidn, como precipitacién con fosfato célcico y transfecciéon mediada
por liposomas, asi como métodos fisicos de transfeccién como la electroporacion.

Terapia génica mediada por AAV

AAV, un parvovirus que pertenece al género Dependovirus, tiene varias caracteristicas que no se encuentran en
otros virus. Estas caracteristicas lo hacen particularmente adecuado para aplicaciones de terapia génica. Por ejemplo,
AAV puede infectar un amplio rango de células huésped, incluyendo células que no se dividen. Ademas, AAV puede
infectar células de una diversidad de especies. De forma importante, AAV no se ha asociado a ninguna enfermedad
humana o animal, y no parece alterar las propiedades fisiolégicas de la célula huésped tras la transduccién. Finalmente,
AAV es estable en un intervalo amplio de condiciones fisicas y quimicas, lo que le hace apto para los requerimientos
de produccién, almacenamiento y transporte.

El genoma del AAV, una molécula lineal de ADN de cadena sencilla que contiene aproximadamente 4700 nucleé-
tidos (el genoma de AAV-2 consta de 4681 nucleétidos, el genoma de AAV-4 de 4767), generalmente comprende
un segmento interno no repetido flanqueado en cada extremo por repeticiones terminales invertidas (RTIs). Las RTIs
tienen aproximadamente 145 nucleétidos de longitud (AAV-1 tiene RTIs de 143 nucleétidos) y tienen mudltiples fun-
ciones, incluyendo servir de origenes de replicacion, y como sefiales de empaquetamiento para el genoma viral.

La parte interna no repetida del genoma incluye dos marcos abiertos de lectura (ORFs) extensos, conocidos como
las regiones de replicacién (rep) y capsida (cap) de AAV. Estas ORFs codifican productos génicos de replicacién y
cépsida, que permiten la replicacién, ensamblaje y empaquetamiento de un virion AAV completo. Mds especificamen-
te, una familia de al menos cuatro proteinas virales se expresan de la regién rep de AAV: Rep 78, Rep 68, Rep 52 y
Rep 40, las cuales se nombran por su peso molecular aparente. La region cap de AAV codifica al menos tres proteinas:
VP1, VP2 y VP3.

AAV es un virus dependiente de un ayudante, esto es, requiere la coinfeccidn con un virus ayudante (por ejemplo,
adenovirus, herpesvirus o virus de la vacuna) para formar viriones AAV funcionalmente completos. En ausencia
de coinfeccién con un virus ayudante, AAV establece un estado latente en el que el genoma viral se inserta en un
cromosoma de la célula huésped o existe en forma episomal, pero no se producen viriones infecciosos. La infeccién
posterior con un virus ayudante “rescata’ el genoma integrado, permitiendo que se replique y se empaquete en capsidas
virales, reconstituyendo de este modo el virién infeccioso. Mientras que AAV puede infectar células de diferentes
especies, el virus ayudante debe ser de la misma especie que la célula huésped. Asi, por ejemplo, el AAV humano se
replicara en células caninas que se han coinfectado con un adenovirus canino.

Para producir AAV recombinantes (AAVr) infecciosos que contienen una secuencia heteréloga de acido nucleico,
se puede transfectar una linea celular huésped adecuada con un vector AAV que contiene la secuencia heteréloga de
dcido nucleico, pero a la que le faltan los genes de funcién ayudante de AAV, rep y cap. Los genes de funcién ayu-
dante de AAV se pueden proporcionar después en un vector separado. Los genes del virus ayudante necesarios para la
produccion de AAV (es decir, los genes de funcién accesoria) se pueden proporcionar en un vector, mejor que propor-
cionar un virus ayudante competente para replicacion (tal como adenovirus, herpesvirus, o vacuna). Alternativamente,
las funciones ayudantes de AAV se pueden incorporar al genoma de un virus ayudante, preferiblemente uno que se
ha hecho incompetente para replicacién. Por ejemplo, el cap de AAV se puede incorporar en un genoma de adenovi-
rus como el adenovirus de serotipo 5, y el adenovirus puede entonces infectar las células huésped y proporcionar la
funcién ayudante de la proteina Cap asi como las funciones accesorias del virus ayudante.

Colectivamente, los genes de funcion ayudante de AAV (es decir, rep y cap) y los genes de funciones accesorias
se pueden proporcionar en uno o mds vectores. Los productos de genes con funcién ayudante y accesoria se pueden
expresar entonces en la célula huésped donde actuardn en trans sobre los vectores AAVr que contienen la secuencia
heter6loga de dcido nucleico. El vector AAVr que contiene la secuencia heter6loga de dcido nucleico se replicard
después y se empaquetard como si fuera un genoma de AAV salvaje (wt), formando un virién recombinante. Cuando
las células de un paciente son infectadas con los viriones AAVr resultantes, la secuencia heteréloga de 4dcido nucleico
entra y se expresa en las células del paciente. Dado que las células del paciente carecen de los genes rep y cap, asi
como de los genes de funciones accesorias, los AAVr no se pueden replicar y empaquetar sus genomas mds alla.
Ademads, sin una fuente de genes rep y cap, los AAVwt no se pueden formar en las células del paciente.

Existen seis serotipos conocidos de AAV, de AAV-1 hasta AAV-6. AAV-2 es el serotipo mds frecuente en pobla-
ciones humanas; un estudio estimé que al menos el 80% de la poblacién general se ha infectado con AAV-2. AAV-
3 y AAV-5 también son frecuentes en poblaciones humanas, con tasas de infeccién de hasta el 60%. AAV-1 y AAV-
4 se han aislado de simios, aunque ambos serotipos pueden transducir células humanas. De los seis serotipos cono-
cidos, AAV-2 es el mejor caracterizado. Por ejemplo, AAV-2 se ha utilizado en un amplio espectro de experimentos
de transduccion in vivo, y se ha visto que puede transducir muchos tipos de tejidos diferentes. Los investigadores han
explotado este amplio tropismo de tejidos de AAV-2 para distribuir muchos transgenes especificos de tejido.

La necesidad de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas para tratar distintas enfermedades isquémicas es evi-
dente por el nimero de individuos que sufren dichos trastornos. La arteriopatia coronaria que evoluciona a isquemia

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2288993 T3

y posterior infarto de miocardio es la primera causa de muerte entre los adultos en el mundo occidental. Estimu-
lar el crecimiento de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) para producir un aumento del flujo sanguineo en los
tejidos privados de oxigeno es una de dichas estrategias terapéuticas nuevas para reducir el nimero de infartos de
miocardio. Para vencer las limitaciones inherentes en las técnicas experimentales actuales utilizadas para estimular
la angiogénesis (por ejemplo, bajos niveles de expresion transitoria con plasmidos de ADN, o inflamacién potencial
con adenovirus), se han desarrollado métodos que utilizan AAV para distribuir factores angiogénicos a los tejidos
isquémicos y se describen aqui.

Compendio de la invencién

Segtn la presente invencion, se proporciona un uso que permite la transferencia eficiente de genes a tejido muscular
utilizando viriones recombinantes AAV. Los métodos dan como resultado una expresion estable y a largo plazo de los
genes transferidos.

Utilizar viriones AAVr que carecen de los viriones AAV salvajes (wt) y de los virus ayudantes (tales como ade-
novirus) facilita una transferencia de genes segura y eficiente. De acuerdo con esto, la invencién abarca extensamente
el uso de viriones AAVT, libres de AAVwt y adenovirus (u otros virus ayudantes), para distribuir genes que codifi-
can factores angiogénicos a tejido muscular para producir un efecto terapéutico, esto es, tratamiento o prevencion de
arteriopatias coronarias y afecciones isquémicas. En una forma de realizacién de la presente invencion, el factor an-
giogénico es VEGF. En una forma de realizacién preferida, VEGF es VEGF4;. En otra forma de realizacion, el factor
angiogénico es FGF. En aun otra forma de realizacidn, el factor angiogénico es angiopoyetina-1. El efecto terapéutico,
en un aspecto de la invencidn, es un aumento en la formacidn de nuevos vasos sanguineos. En otro aspecto, el efecto
terapéutico es un aumento del flujo sanguineo.

Para facilitar el crecimiento de los vasos sanguineos nuevos y aumentar el flujo sanguineo al misculo, es necesario
distribuir los genes de factores angiogénicos al musculo, y de tal manera que se alcance una expresion génica eficiente.
De acuerdo con esto, la distribucién del virion AAVTr se realiza mediante inyeccion directa en el tejido muscular. En
un aspecto, el tejido muscular es tejido muscular esquelético. En otro aspecto, el tejido muscular es tejido muscular
cardiaco. En otro aspecto, el tejido muscular es tejido muscular liso.

Para tratar la enfermedad isquémica, los viriones AAVT, libres de AAVwt y virus ayudantes y que contienen un
gen que codifica un factor angiogénico, se distribuyen al tejido muscular donde el gen se expresa y se alcanza el
efecto terapéutico. En un aspecto, el factor angiogénico es VEGF, preferiblemente VEGF4s. En otro aspecto, el factor
angiogénico es FGF. En otro aspecto, el factor angiogénico es angiopoyetina-1. El efecto terapéutico, en un aspecto,
es un aumento en la formacién de vasos sanguineos nuevos. En otro aspecto, el efecto terapéutico es un aumento en el
flujo sanguineo al tejido muscular isquémico.

El crecimiento de vasos sanguineos nuevos y el aumento del flujo sanguineo se producen cuando los genes de
factores angiogénicos llegan al lugar aproplado y se logra de tal manera que se alcanza una expresmn genlca adecuada.
De acuerdo con esto, el tratamiento de la i 1squem1a en un musculo es mediante i 1nyeccmn directa de viriones AAVTr, que
contienen un gen que codifica un factor angiogénico, en el muisculo que sufre la isquemia. En un aspecto, el misculo
es un musculo esquelético. En otro aspecto, el miisculo es un miisculo cardiaco. En otro aspecto, el misculo es un
musculo liso.

Estas y otras formas de realizacion del objeto de la invencion se les ocurrirdn facilmente a los expertos en la materia
en vista de lo divulgado aqui.

Breve descripcion de las figuras

La Fig. 1 muestra una inmunotransferencia de miocitos cardiacos de rata transducidos con AAVr-hVEGF165. Los
miocitos cardiacos se transdujeron con AAVr-hVEGF s 0 AAVr-LacZ (5 x 10° viriones/célula). Veinticuatro horas
después de la transduccion, las células se lisaron. La proteina VEGF en el lisado se separé mediante electroforesis en
gel de poliacrilamida al 7.5% y se transfirié a membranas. La expresion de la proteina VEGF de 42 kDa fue evidente
en los miocitos transducidos con AAVr-hVEGF¢s (carril 2), mientras que no se detect6 proteina VEGF en los miocitos
transducidos con AAVr-LacZ (carril 3). El carril 1 muestra VEGF 5 recombinante humana (3 ng/carril) y sirve como
control positivo.

La Fig. 2 muestra los resultados de la tincién inmunohistoquimica para VEGF en miocitos cardiacos de rata
transducidos. Las células se transdujeron con AAVr-hVEGF s (A) 0 AAVr-LacZ (B) a 5 x 10° viriones/célula durante
24 h seguido de tincién con un anticuerpo anti-VEGF165 humana. Aumento original x100.

La Fig. 3 muestra la concentracién de VEGF en el medio de cultivo de miocitos cardiacos de rata. Los miocitos se
expusieron a dosis crecientes de AAVr-hVEGF165 o de AAVr-LacZ. Cuarenta y ocho horas después de la transduc-
cién, la concentracion de VEGF se midié mediante ELISA. Los datos se expresan como valores medios + SEM (n=4),
y son representativos de tres experimentos diferentes.

La Fig. 4 muestra la expresion del ARNm de VEGF en tejido muscular y érganos inyectados con vector. El tejido
muscular y los érganos se aislaron a diferentes tiempos tras la inyeccion intramuscular y se extrajo el ARN total.
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Tras tratamiento con Dnasa I, se llevé a cabo una RT-PCR utilizando cebadores especificos para VEGF humano. Los
tamafios de los productos de PCR para GAPDH de rata y VEGF humano fueron de 747 bp y 531 bp, respectivamente.
Se utilizé un plasmido de expresiéon de VEGF (pCMV-VEGF) como control positivo. EIl ARNm de GAPDH sirvi6
como estdndar interno. Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 0.2% tefiidos con
bromuro de etidio. Tres experimentos independientes dieron resultados idénticos.

La Fig. 5 representa la secrecion de VEGF de musculos tibiales anteriores inyectados con AAVr-hVEGF ;. Diez
semanas después de la inyeccion, el tejido muscular se cortd y se cultivé en medio DMEM/F-12 sin suero. Se utilizé un
kit de ELISA para medir la concentracién de VEGF en el sobrenadante del cultivo. Las concentraciones de VEGF se
normalizaron al contenido de proteina por placa y se muestran valores medios + SEM de medidas de un experimento
(n=4), representativo de dos experimentos diferentes (p<0.05 comparado con los valores de musculos transducidos
con AAVr-LacZ).

La Fig. 6 representa el flujo sanguineo en las extremidades traseras medido mediante medidores de flujos ultrasé-
nicos de tiempo 6 semanas después de inyeccion con AAVr-hVEGFg;s. Tras la anestesia, se registré simultdneamente
el flujo sanguineo en las extremidades isquémica y contralateral en ratas del grupo de referencia quirtrgica (n=3),
transducidas con AAVr-LacZ (1.5 x 10" particulas/cuerpo; n=8) y transducidas con AAVr-hVEGF,; (2.0 x 10" par-
ticulas/cuerpo; n=8). 6A: Registro representativo del flujo sanguineo. 6B: Flujo sanguineo medio en las extremidades
isquémicas. Los valores se expresan como % de las extremidades contralaterales y se muestran como valores medios
+ SEM (p<0.01).

La Fig. 7 representa una termografia de las extremidades posteriores de rata realizada 6 semanas después de la
inyeccion con AAVr-hVEGF4;. Las ratas se anestesiaron y se afeitaron las zonas inferiores del cuerpo. La temperatura
de la piel de cada extremidad posterior de las ratas se midié mediante termografia de infrarrojos. 7A: Imdgenes de
termografia de infrarrojos. R; extremidades isquémicas; L, extremidades contralaterales. 7B: Temperatura media de
la piel (°C) de las extremidades posteriores isquémicas y contralaterales en ratas transducidas con AAVr-LacZ (1.5 x
10" particulas/cuerpo; n=4) o con AAVr-hVEGF 45 (2.0 x 10" particulas/cuerpo; n=4) (p<0.05).

Fig. 8. 8A: Imagenes representativas del tejido muscular de rata utilizando tincién histoquimica con fosfatasa alca-
lina. 8B: Densidad de capilares en tejido muscular de rata. El tejido muscular se obtuvo de extremidades isquémicas
de ratas transducidas con AAV-LacZ (n=4) o con AAV-VEGF (n=4). El niimero de capilares se conté en 5 campos
diferentes de una seccién muscular, y se calculd la densidad de capilares. Lo datos se muestran como valores medios
+ SEM (p<0.001).

Descripcion detallada de la invencion

La invencién proporciona métodos para distribuir viriones recombinantes AAV a mamiferos, incluyendo seres
humanos. Mds particularmente, implica distribucién de viriones AAVr que comprenden una secuencia heteréloga
de 4cido nucleico que codifica un factor angiogénico. Mediante “virion AAV recombinante” o “virion AAVr” se
quiere decir un virus infeccioso compuesto de una envuelta proteica de AAV (es decir, una capsida) que encap-
sula una secuencia heteréloga de 4cido nucleico que estd flanqueada por una o mds RTIs del AAV. La “secuencia
heter6loga de acido nucleico” encapsulada incluye secuencias de acido nucleico unidas que normalmente no se en-
cuentran asociadas una a la otra de forma natural. Por ejemplo, una secuencia heter6loga de 4cido nucleico podria
incluir una secuencia codificante flanqueada por secuencias que no se encuentran asociadas con la secuencia codi-
ficante de forma natural. Otra ejemplo de una secuencia heter6loga de 4cido nucleico es una secuencia codificante
que no se encuentra de forma natural (por ejemplo, secuencias sintéticas que tienen codones diferentes a las del gen
natural).

Preferiblemente, los viriones AAV recombinantes se producen utilizando un sistema de transfeccién triple que
se ha descrito en las Patentes de EE.UU. Nos. 6,001,650 y 6,004,797. Este sistema implica el uso de tres vectores
para la produccién de viriones AAVTr, incluyendo un vector con funcién accesoria, un vector con funcién ayudante
de AAV y un vector AAVr. Los vectores con funcién accesoria, los vectores con funcidon ayudante de AAV y los
vectores AAV recombinantes se pueden preparar utilizando técnicas recombinantes convencionales. Por ejemplo, las
moléculas de 4cido nucleico se pueden cortar de un genoma viral o de un vector que contiene la misma y ensamblar
facilmente en cualquier orden deseado mediante insercion de una o mds de las secuencias de nucleétidos deseadas en
una construccion, tales como aquellas disponibles comercialmente de Stratagene, La Jolla, Calif. y otras fuentes que
son bien conocidas para los expertos en la materia.

El método de la triple transfeccidn puede hacer uso del vector con funcién accesoria pladeno5 (descrito en la
Patente de EE.UU. No. 6,004,797), el vector con funcién ayudante de AAV pHLP19 (descrito en la Patente de EE.UU.
No. 6,001,650), y un vector AAVr que contiene la secuencia heteréloga de acido nucleico que codifica un factor
angiogénico. El experto en la materia apreciard, sin embargo, que las secuencias de dcidos nucleicos codificadas por
estos vectores se pueden proporcionar en dos o mds vectores en varias combinaciones.

Alternativamente, los viriones AAVT se pueden producir incorporando los genes con funciones accesorias para
AAV en el genoma de un virus ayudante tal como el adenovirus de serotipo 5, preferiblemente un virus ayudante que
se ha hecho deficiente para replicacion, y mas preferiblemente uno que se ha hecho incompetente para replicacion.
Una vez que un gen con funcién ayudante de AAV, tal como cap, se ha incorporado al genoma del virus ayudante, el
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virus ayudante, por ejemplo, adenovirus, puede infectar las células huésped y proporcionar la funcién ayudante de la
proteina Cap de AAV asi como las funciones accesorias del virus ayudante necesarias.

Seglin se utiliza aqui, el término “vector” incluye cualquier elemento genético, tal como un plasmido, fago, trans-
posén, césmido, cromosoma, cromosoma artificial, virus, viridn, etc., que es capaz de replicacién cuando se asocia con
los elementos de control adecuados y que puede transferir secuencias de genes entre células. Asi, el término incluye
vehiculos de clonacion y expresion, asi como vectores virales.

El vector con funcién ayudante de AAV codifica las secuencias con “funcién ayudante de AAV” (es decir, rep
y cap), que funcionan en trans para replicacién y encapsidacion eficaces de AAV. Segin se describe en la Patente
de EE.UU. No. 6,001,650, el vector con funcién ayudante de AAV facilita la produccidn eficiente de viriones AAVr
sin generar AAV salvaje o AAV pseudosalvajes detectables; por consiguiente, el sistema de triple transfeccién per-
mitird la produccioén de viriones AAVr sin generar viriones AAV salvajes o pseudosalvajes detectables. Mediante
“detectable” se quiere decir la deteccién de cualquier ADN de AAV salvaje o pseudosalvaje utilizando PCR segtin se
describe en la Patente de EE.UU. No. 6,001,650, supra) o técnica equivalente con la misma o similar sensibilidad y
especificidad.

El vector con funciones accesorias codifica secuencias de nucleétidos para funciones celulares y/o virales no deri-
vadas de AAV de las que AAV depende para su replicacion (es decir, “funciones accesorias”). Las funciones accesorias
incluyen aquellas funciones que se requieren para la replicacién de AAYV, incluyendo, sin limitacién, aquellos grupos
implicados en la activacién de la transcripcion de genes de AAV, ayuste especifico de estado del ARNm de AAV,
replicacion del ADN de AAV, sintesis de los productos de expresion de Cap, y ensamblaje de la capsida de AAV.
Las funciones accesorias basadas en virus pueden derivar de cualquiera de los virus ayudantes conocidos tales como
adenovirus, herpesvirus (otros que el virus herpes simplex de tipo 1), y el virus de la vacuna. Como resultado, el
vector con funciones accesorias facilita la produccién eficiente del vector AAV sin utilizar virus ayudante, de modo
que los viriones AAVT generados utilizando el sistema de triple transfeccion estardn libres de adenovirus, herpesvirus,
poxvirus, virus de la vacuna, etc.

El “vector AAV” puede ser un vector derivado de cualquier serotipo de AAYV, incluyendo sin limitacién, AAV-1,
AAV-2, AAV-3A, AAV-3B, AAV-4, AAV-5, AAV-6, etc. Los vectores AAV pueden tener uno o mds de los genes
AAV salvajes delecionados enteros o en parte, es decir, los genes rep y/o cap, pero retienen al menos una secuencia
flanqueante RTI funcional, como es necesario para el rescate, replicacién y empaquetamiento del virién AAV. Asi, un
vector AAV se define aqui para incluir al menos aquellas secuencias necesarias en cis para la replicacién y empaqueta-
miento viral (por ejemplo, RTIs funcionales). Las RTIs no necesitan tener la secuencia salvaje de nucleétidos, y pueden
estar alteradas, por ejemplo, mediante insercidn, delecion, o sustitucién de nucledtidos, con tal que las secuencias ase-
guren un rescate, replicacién y empaquetamiento funcionales. Ademads, las proteinas ayudantes de AAYV, es decir, Rep
y Cap, no necesitan provenir del mismo serotipo que las RTIs. Por ejemplo, utilizando técnicas bien conocidas en la
técnica, se podria construir un vector usando las RTIs del AAV-2wt, y proporcionar funciones ayudantes (esto es, rep
y cap) de AAV-6wt, o rep de AAV-2 y cap de AAV-6. Alternativamente, se podrian usar RTIs modificadas basadas en
la secuencia de un serotipo de AAVwt particular tal como AAV-2, y las funciones ayudantes de otros setipos de AAV.
El experto en la materia puede apreciar la variedad de combinaciones de RTIs y proteinas de funciones ayudantes que
se pueden utilizar para construir viriones AAVr intactos y funcionales. Los vectores AAV pueden incluir una o mas
secuencias heterélogas de dcidos nucleicos flanqueadas con RTIs de AAV funcionales, definiendo la incorporacién de
secuencias heterélogas de dcidos nucleico un “vector AAVr”.

Los viriones AAV recombinantes se pueden purificar utilizando una variedad de técnicas de purificacién que son
bien conocidas en la técnica tales como centrifugacién por densidad en cloruro de cesio o cromatografia en columna.
Una vez purificados, los viriones AAVr se pueden formular en composiciones farmacéuticas estables, por ejemplo
segun se describe en la Publicacién Internacional WO 00/32233, para la distribucién a un sujeto mamifero.

La invencion contempla la distribucién de una o mas secuencias de nucleétidos terapéuticas. En particular, la in-
vencién abarca vectores AAV que codifican cualquiera de los factores angiogénicos conocidos, factores que se pueden
distribuir, utilizando los métodos de la presente invencion, a células musculares de un mamifero, incluyendo aquellas
de seres humanos. Asi, la invencién abarca: distribuciéon de VEGF para el tratamiento de isquemia periférica y de
miocardio, distribucién de FGF para el tratamiento de isquemia periférica y de miocardio, y distribucién de angiopo-
yetina-1 para el tratamiento de isquemia periférica y de miocardio. Cada factor angiogénico se puede distribuir solo
o en combinacién. Por ejemplo, VEGF se puede distribuir solo para estimular la formacién de nuevos vasos sangui-
neos y aumentar el flujo sanguineo o VEGF se puede distribuir junto con FGF y/o angiopoyetina-1 para estimular la
formacién de nuevos vasos sanguineos y aumentar el flujo sanguineo.

Ademds, la invencién contempla la distribucién de cualquiera de las varias formas activas de estos factores an-
giogénicos. Por ejemplo, segin se ha descrito anteriormente, se conocen cuatro variantes de ayuste biolégicamente
activas de VEGF. Ver por ejemplo, Tischer et al., J. Biol. Chem. (1991) 266:11947-11954., que describe la secuencia
de VEGF ;5 (ver, también, SEQ ID NOS: 1 y 2 y No. de acceso del GenBank AB021221), VEGF;,, (ver, también, No.
de acceso del GenBank AF214570) y VEGF s; y Houck et al., Mol. Endocrinol. (1991) 5:1806-1814, que describe
la secuencia de VEGF,y. VEGF 45 tiene 165 aminoécidos y es la forma molecular predominante que se encuentra en
células y tejidos normales. VEGF),, es una forma menos abundante, mas corta con una delecién de 44 aminoacidos
entre las posiciones 116 y 159. VEGF,g es una forma mds larga con una insercién de 24 residuos bésicos en la po-
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sicién 116, y VEGF,y es otra forma mads larga con una insercién de 41 aminodcidos, que incluye la insercién de 24
aminodcidos que se encuentra en VEGF .

La presente invencién también es ttil para otros propdsitos ademds de tratar un trastorno isquémico o distribuir
factores angiogénicos conocidos a un musculo. Por ejemplo, un gen desconocido que se piensa que puede ser el gen de
un factor angiogénico se puede expresar utilizando los métodos descritos aqui. A modo de ejemplo, se puede imaginar
que la bioinformética descubra un gen desconocido “X”, que tiene un grado alto (por ejemplo, >70%) de identidad
de secuencia de nucleétidos con el gen de un factor angiogénico conocido “Y”, suficiente para identificar X como el
gen de un supuesto factor angiogénico. En este caso, el gen X se podria clonar en un vector AAV, creando de este
modo un nuevo vector AAVr-X vy, utilizando la presente invencién, AAVr-X se podria expresar para determinar si la
expresion de X produce la formacién de nuevos vasos sanguineos y/o incremento en el flujo sanguineo. Lo mismo
se puede hacer con Y para determinar si las funciones de X e Y son las mismas o similares. Por lo tanto, la presente
invencion se puede utilizar para adelantar el campo de la gendmica funcional.

La presente invencion también es Util para establecer un ensayo de screening de drogas, en una forma de alguna
manera andloga a los ensayos descritos en las Patentes de EE.UU. Nos. 4,980,281 y 5,688,655. Por ejemplo, si se
desean inhibidores del proceso angiogénico (por ejemplo, en la investigacion contra el cdncer), la presente invencién
se podria utilizar para distribuir uno o mds factores angiogénicos a un mamifero, el(los) factor(es) angiogénico(s)
se podria expresar para estimular el crecimiento de nuevos vasos sanguineos y varias moléculas candidatas a nuevos
farmacos se podrian administrar al mamifero, con el propdsito de investigar si tales moléculas candidatas a nuevos
farmacos inhiben el crecimiento de nuevos vasos sanguineos estimulado por el factor angiogénico distribuido por
AAVr.

La expresion de la secuencia heteréloga de dcido nucleico estd bajo el control de una secuencia promotor/regulador.
Mediante “secuencia promotor/regulador” se quiere decir una secuencia de ADN que se requiere para la expresion.
En algunos casos, la secuencia promotor/regulador puede ser una secuencia promotor nuclear y en otros casos, la
secuencia promotor/regulador también puede incluir una secuencia potenciadora y/o otras secuencias reguladoras que
aumentan la expresion de la secuencia heteréloga de dcido nucleico. El promotor puede ser uno que es constitutivo o
puede ser inducible. Si se quiere expresién constante de la secuencia heteréloga de 4cido nucleico, entonces se usa un
promotor constitutivo. Ejemplos de promotores constitutivos bien conocidos incluyen el promotor temprano inmediato
del citomegalovirus (CMV), promotor del virus del sarcoma de Rous, y similares. Numerosos otros ejemplos de
promotores constitutivos son bien conocidos en la técnica y se pueden emplear en la practica de la invencidn.

Si desea la expresion controlada de la secuencia heteréloga de dcido nucleico, entonces se debe utilizar un promotor
inducible. En un estado no inducido, el promotor inducible estd “silencioso”. Mediante “silencioso” se quiere decir
que en ausencia de un inductor se detecta poca o ninguna expresion de la secuencia heter6loga de acido nucleico;
en presencia de un inductor, sin embargo, se produce la expresion de la secuencia heter6loga de acido nucleico. Con
frecuencia, se puede controlar el nivel de expresion variando la concentracion del inductor. Controlando la expresion,
por ejemplo variando la concentracién del inductor de modo que un promotor inducible se estimula de forma mds
fuerte o mds débil, se puede afectar la concentracién del producto transcrito de la secuencia heteréloga de acido
nucleico. En el caso en el que la secuencia heterdloga de 4cido nucleico codifica un gen, se puede controlar la cantidad
de proteina que se sintetiza. De esta manera, es posible variar la concentracion del producto terapéutico. Ejemplos de
promotores inducibles bien conocidos son: un promotor de estrégeno o andrégeno, un promotor de metalotioneina, o
un promotor que responde a ecdisona. Otros ejemplos numerosos son bien conocidos en la técnica y se pueden utilizar
en la préctica de la invencion.

Ademds de los promotores constitutivos e inducibles (que suelen funcionar en una gran variedad de tipos de células
o tejidos), se pueden utilizar promotores especificos de tejido para alcanzar expresion de la secuencia heter6loga de
dcido nucleico especifica en células o tejidos. Ejemplos bien conocidos de promotores especificos de tejido incluyen
varios promotores especificos de musculo incluyendo: el promotor de la a-actina esquelética, el promotor de la actina
cardiaca, promotor de la troponina C esquelética, promotor de la troponina C cardiaca de de contraccién lenta, y
el promotor/potenciador de la creatina quinasa. Existen numerosos promotores especificos de muisculo que son bien
conocidos en la técnica y que se pueden emplear en la practica de la invencién (para una revisiéon en promotores
especificos de musculo ver Miller et al., (1993) Bioessays 15: 191-196).

Una vez distribuida, la secuencia heter6loga de dcido nucleico, contenida en el viribn AAVr, se expresa para
producir un efecto terapéutico. Mediante “efecto terapéutico” se quiere decir un nivel de expresién de una o mas
secuencias heterélogas de dcido nucleico suficiente para alterar un componente de una enfermedad (o trastorno) hacia
el desenlace o conclusién deseados, tal que la enfermedad o trastorno del paciente muestra mejora, con frecuencia
reflejada en la mejoria de un indicio o sintoma relacionado con la enfermedad o trastorno.

El uso inventivo es también para el tratamiento de de isquemia en seres humanos. Los métodos incluyen la distri-
bucién de los viriones AAVr que contienen una secuencia heter6loga de 4cido nucleico (es decir, un gen heterélogo)
que codifica un factor angiogénico, la expresion del cual produce un efecto terapéutico. Los viriones AAVTr se introdu-
cen en un mamifero mediante inyeccién intramuscular directa en un musculo. En una forma de realizacién preferida,
al paciente de isquemia se le inyectan al menos una vez en tejido muscular los viriones AAVr que contienen una
secuencia heteréloga de 4cido nucleico que codifica para uno de los factores angiogénicos. En un aspecto, el efecto
terapéutico obtenido es un aumento en la formacién de vasos sanguineos. En otro aspecto, se consigue un aumento en
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el flujo sanguineo al tejido isquémico. El experto en la materia valorara que se pueden medir otros pardmetros clinicos
para determinar si se ha conseguido un efecto terapéutico.

La dosis de viriébn AAVr que se requiere para conseguir un efecto terapéutico particular, por ejemplo, el nlimero
total de viriones AAVr que se introducen en el sujeto mamifero, variard basado en varios factores incluyendo, pero
no estando limitado a: la especie de mamifero, la via de administracién del viribn AAVT, el nivel de expresion de
la secuencia heteréloga de acido nucleico requerido para conseguir el efecto terapéutico, la enfermedad o trastorno
especificos que se estan tratando (por ejemplo, isquemia periférica o de miocardio), respuesta inmune del huésped al
virién AAVr, respuesta inmune del huésped al producto de expresion de la secuencia heteréloga de dcido nucleico, y
estabilidad del producto de expresion. El experto en la materia puede determinar facilmente un intervalo de dosis del
virién AAVT para tratar a un paciente con una enfermedad o trastorno particular basados en los factores mencionados
anteriormente, asi como en otros factores. Respecto al tratamiento de un paciente de isquemia, se proporciona una
dosis que es al menos de 10'° viriones AAVT, preferiblemente entre alrededor de 10'°-10'5, mds preferiblemente entre
alrededor de 10''-10', y lo mas preferiblemente entre alrededor de 10'>-10"* viriones AAVT para conseguir un efecto
terapéutico deseado.

La invencién proporciona métodos para la transduccion con éxito de viriones AAVr que producen la expresion
terapéutica de secuencias heterélogas de dcido nucleico. Con el fin de clarificar y ejemplificar la mejor manera de la
presente invencion, la discusién que sigue ejemplifica la distribucién de VEGF mediante viriones AAVr a un mamifero.

Posteriormente hay ejemplos de formas de realizacion especificas para llevar a cabo la presente invencién. Los
ejemplos se ofrecen solo con propdsitos ilustrativos, y no pretenden limitar el 4&mbito de la presente invencién en
modo alguno.

Ejemplo 1
Construccion, produccion y purificacion de un vector recombinante AAV-hVEGF g5

El virus recombinante adenoasociado con el factor de crecimiento endotelial vascular,;ss humano (AAVr-hVEGF 45)
se construy6 utilizando técnicas estdndar de biologia molecular que son bien conocidas en la técnica. Brevemente, se
corto el gen de la beta-galactosidasa (LacZ) del vector AAVr-LacZ (AAVr-LacZ se describe en la Patente de EE.UU.
No. 5,858,351) y se reemplazé con el ADNc de longitud completa del VEGF;¢s humano bajo el control del promotor
CMYV y flanqueado, en su extremo 3’, por la secuencia de poliadenilacién del SV40. Los viriones recombinantes AAV-
hVEGF¢s se produjeron después utilizando el método de la triple transfeccion descrito en las Patentes de EE.UU.
Nos. 6,001,650 y 6,004,797, supra y se purificaron utilizando técnicas también descritas en as Patentes de EE.UU.
Nos. 6,001,650 y 6,004,797, supra.

Ejemplo 2
Ensayos in vitro de AAV-hVEGF \¢s en miocitos cardiacos de rata

Los miocitos cardiacos se prepararon de ventriculos de ratas Sprague-Dawley de 1 dia de edad. Tras la disociacién
en tripsina al 0.25%, las suspensiones de células se lavaron con DMEM (GIBCO BRL, Grand Island, NY) suple-
mentado con SFT al 10% (Cell Culture Laboratories, Cleveland, OH) y se centrifugaron a 500 g durante 10 min. El
precipitado de células se resuspendié entonces en DMEM con SFT al 10%. Para el enriquecimiento selectivo de los
miocitos cardiacos, las células disociadas se pre-sembraron durante 1 hora, durante la cual los no miocitos se adhirie-
ron en seguida al fondo de la placa de cultivo. Las suspensiones resultantes de miocitos se sembraron en placas de 24
pocillos a una densidad de 4 x 10° células/pocillo. Setenta y dos horas después de la siembra, los miocitos cardiacos
de rata cultivados se transdujeron con viriones AAVT-hVEGF,¢s (5 x 10° viriones/célula) durante 24 horas. Para detec-
tar VEGF en el citosol de los miocitos cardiacos de rata transducidos, se llevd a cabo una inmunotransferencia. Los
miocitos cardiacos de rata transducidos se lavaron con PBS helado y se resuspendieron en tampdn de lisis (Nonidit
P-40 al 1%, Tris-HCI 50 mM, pH 7.4, NaCl 150 mM, aprotinina 200 U/ml, PMSF 1 mM). Después de incubar en
hielo durante 30 min, los extractos de células se centrifugaron para retirar los restos celulares. Los lisados de células
(15 ug de proteina) se separaron entonces mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 7.5% y se transfirieron
a membranas de difluoruro de polivinilideno. Las membranas se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente en
TBS con Tween 20 (TBST: Tris-HCl 20 mM, pH 7.4, NaCl 150 mM, Tween 20 al 0.05%) y leche desnatada al 4%.
Las membranas se incubaron entonces con el anticuerpo anti- VEGF,4; humano (Sigma, St. Louis, MO) a una dilucién
de 1:1000 durante la noche a 4°C en TBST. La unién especifica del anticuerpo se detecté mediante el sistema de
detecciéon ECL (Amersham, Buckinghamshire, RU) segtn las instrucciones del fabricante. En miocitos cardiacos de
rata transducidos con AAVr-hVEGF 45, VEGF se detecté mediante inmunotransferencia. Como control negativo se
utilizé6 AAV-LacZ recombinante; en miocitos cardiacos de rata transducidos con AAVr-LacZ, no se detecté VEGF (la
construccion del vector AAVr-LacZ se describe completamente en la Patente de EE.UU. No. 5,858,351, supra). La
Fig. 1 muestra los resultados de la inmunotransferencia.

Para medir la presencia de VEGF en tejido de miocitos cardiacos de rata, se realiz6 una tincién inmunohistoqui-
mica. Los miocitos cardiacos de rata transducidos se lavaron dos veces con TBS y se bloquearon con suero normal de
conejo, diluido 1:5 en TBS, durante 45 min. Las células se incubaron después durante la noche con anticuerpo anti-
VEGF,4s humano (2 ug/ml) seguido de incubacién durante 1 h con IgG de conejo anti-ratén conjugadas con peroxida-
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sa (dilucién 1:50, preabsorbida durante la noche a 4°C con suero preinmune de rata al 10% y al seroalbimina bovina al
3%). La unién del anticuerpo se detectd con tetrahidrocloruro de 3,3-diaminobencidina (DAB, Sigma) en tampén Tris
10 mM, pH 7.2, con H,0, al 0.01%. Los experimentos de control negativo consistieron en la omisién del vector en
el medio de incubacién. La Fig. 2 muestra los resultados. Aproximadamente el 60% de los miocitos cardiacos de rata
transducidos con AAVr-hVEGF; se tifieron positivamente para VEGF (Fig. 2A), mientras que los miocitos cardiacos
de rata transducidos con AAVr-LacZ no muestran tincién para VEGF (Fig. 2B).

Para medir la secrecion de VEGF al medio de cultivo de los miocitos de rata transducidos, se llevd a cabo un
enzimoinmunoandlisis (ELISA) segtin las instrucciones del fabricante incluidas en el kit de ELISA (Amersham).
Después de que los miocitos se incubaron con AAVr-hVEGF 4 durante 24 h, los miocitos se lavaron dos veces
con PBS y se incubaron en un medio sin SFT. Veinticuatro horas tras reemplazar el medio de cultivo, se midi6 la
concentracion de VEGF en el medio. La Fig. 3 muestra los resultados. La concentracién de VEGF en el medio de
cultivo aumenté de una forma dependiente de la dosis del vector. La concentraciéon médxima de VEGF secretado se
produjo a una dosis del vector de 5 x 10° y su medida fue de 6 ng/ml. El medio de cultivo de miocitos cardiacos de rata
no transducidos y miocitos cardiacos de rata transducidos con AAVr-LacZ no contenia niveles detectables de VEGF.

Ejemplo 3
Ensayo in vivo de AAV-hVEGF 45 en corazon isquémico de raton

Para producir un miocardio isquémico, se expone la trdquea de un ratén adulto a través de una incision en la linea
media del cuello, después se coloca un tubo en la traquea utilizando un angiocatéter de tamafio apropiado (tal como
uno disponible de Becton Dickson), y se conecta entonces el tubo a un ventilador (como el ventilador de volumen
controlado para animales pequefios disponible de Harvard Rodent Ventilador, modelo 683, Harvard Apparatus, South
Natick, MA). Tras establecer el control de la respiracién mediante el ventilador, se hace una incision toracotomica en
el segundo espacio intercostal, y se coloca en la incisién un pequefio retractor para exponer el corazén. Después se liga
la arteria coronaria descendente anterior con una sutura quirdrgica. Aproximadamente de 10'° a 10" viriones AAVr-
hVEGF s contenidos en 50 ul de PBS se inyectan directamente en varios lugares del miocardio en la pared ventricular
izquierda alrededor de la region isquémica. Después de inocular los viriones AAVT, se coloca en el lugar de la incisién
un tubo pequefio conectado a una jeringuilla para evacuar el aire de la cavidad toricica, reestableciendo la presién
negativa antes de cerrar la incisién. El tubo de la trdquea se retira suavemente después reestablecer la respiracién
voluntaria y se cierra la incision en el cuello. Los viriones recombinantes AAV-hVEGF¢s se inyectan en miocardio en
varios lugares alrededor de la regidn isquémica. Los corazones se recogen dos meses después de la inoculacién con
AAVr-hVEGF s, y se comparan con un grupo control de ratones (es decir, ratones que no se han hecho isquémicos
quirdrgicamente) que también reciben la misma dosis de viriones AAVr-hVEGF g5 distribuidos de la misma manera.
Al menos se recogen dos corazones por grupo de animales experimentales. Se cuenta el nimero de vasos sanguineos
pequefios con un microscopio utilizando un objetivo 20x.

Ejemplo 4
Administracion de vectores AAV-LacZ a miisculo esquelético de rata

Se anestesiaron ratas Sprague-Dawley machos (200-250 g) con éter dietilico. Se realiz6 una incisién en la piel de
aproximadamente 5 mm de longitud sobre el musculo tibial anterior y se identificé la fascia. Los vectores recombi-
nantes AAV se diluyeron en solucién salina tamponada con Hepes 50 mM vy se afiadi6 negro de carbon (Pelikan Ink,
Gunther Wagner) para permitir localizar el sitio de la inyeccién. Se inyectaron 200 ul de una suspensioén de viriones
AAVr conteniendo AAV-LacZ (10" viriones/200 ul) con una aguja de 29 gauge directamente en el musculo tibial an-
terior. La tincién histoquimica con X-Gal revel6 expresion de la §-galactosidasa en la mayoria de las fibras musculares
del area de inyeccidn y este patrén se mantuvo consistente durante la duracién del periodo de estudio, que fue de 12
semanas.

Ejemplo 5
Administracion de AAV-hVEGF g5 a extremidades posteriores isquémicas y contralaterales de rata

Se anestesiaron ratas Sprague-Dawley machos con una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sédico (50
mg/kg). Se hizo una incisién longitudinal en el muslo derecho, tras la cual se corté quirirgicamente la arteria fe-
moral para inducir isquemia en la extremidad. Las ratas se trataron después con AAVr-hVEGF,¢s (2 x 10'3 viriones;
n=8) mediante inyeccién intramuscular en sitios de la extremidad posterior isquémica y también en sitios de la ex-
tremidad contralateral. La suspensién de vector (100 ul/sitio) se inyectd en cuatro sitios diferentes en los misculos
principales del muslo (cuadriceps y aductor). Tres ratas se sometieron a operaciones quirdrgicas fingidas para una va-
loracién preliminar del examen hemodindmico. Para confirmar la expresiéon de VEGF y evaluar la posibilidad de que
VEGF se expresara en tejidos lejanos, se realiz6 una transcripcion inversa y reaccion en cadena de la polimerasa (RT-
PCR). La expresion del gen a nivel del ARNm se evalué mediante RT-PCR. El ARN celular total de tejido muscular
y tejidos lejanos (por ejemplo, cerebro, corazén, higado, bazo, rifién, testiculos) se aislé utilizando RNA STAT-60
(TET-TEST, Inc., Friendswood, Tex.). El ARN extraido se trat6 con DNasa I (Takara Shuzo Co. Tokio, Jap6n) para
eliminar la contaminacién de ADN. La sintesis de la primera cadena de ADNc se llevo a cabo en condiciones reco-
mendadas en el kit ProStar First Strand RT-PCR (Stratagene, La Jolla, Calif.). Las amplificaciones de PCR se llevaron
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a cabo utilizando cebadores especificos para el VEGF humano (directo: 5’-GAGGGCAGAATCATCACGAAGT-3’;
inverso: 5’-CCACCTTCTTGATGTCATCA-3’). El ARNm de GADPH se utiliz6 como estdndar interno. Los produc-
tos de PCR se sometieron e electroforesis en geles de agarosa al 2.0% teflidos con bromuro de etidio. La expresién
génica de VEGF se observ 4 y 10 semanas después de la inyeccién (la Fig. 4 muestra los resultados). Por otra parte,
no se detectd expresion génica de VEGF en musculos transducidos con AAV-LacZ. No se detecté expresion génica
de VEGF en cerebro, corazén, higado, bazo, rifiidn, y testiculos en ratas tratadas con AAVr-hVEGF 45 después de 4
semanas de la inyeccion (Fig.4).

Ejemplo 6
Secrecion de VEGF de miisculo esquelético de ratas transducidas

Se examind la secrecién de VEGF de musculo transducidos de extremidades traseras isquémicas y contralaterales.
Los tejidos musculares tibiales anteriores inyectados con AAV-hVEGF ¢ recombinante se cortaron y se cultivaron
en medio DMEM/F-12 sin suero. Se utiliz6 el kit de ELISA para determinar las concentraciones de VEGF en el
sobrenadante del cultivo de musculo. Diez semanas después de la inyecciéon de AAVr-hVEGF¢s, se detecté VEGF,
hasta una concentracién de 5.3 + 1.5 ng/g de tejido/24 h, en el sobrenadante del cultivo de tejido muscular inyectado
con AAVr-hVEGF 4 (1.8 x 10" viriones/sitio) (Fig. 5). Las medidas mediante ELISA no revelaron ningtin VEGF en
sangre tomada de las venas periféricas de las ratas 1, 2, 4 y 8 semanas tras la inyeccién con AAVr-hVEGF ;.

Ejemplo 7
Medida del flujo sanguineo y termografia

Seis semanas después de la transferencia genética de AAVr-hVEGF s, cada rata se reanestesio con una inyeccion
intraperitoneal y se afeitaron las zonas inferiores del cuerpo. La temperatura de la piel de la extremidad posterior de
la rata se midié mediante termografia infrarroja (TH3106ME, NEC San-ei Instruments, Ltd., Tokio, Japén). El flujo
sanguineo en la arteria tibial posterior se midié mediante un medidor de flujo ultrasénico de tiempo (T206, Transonic
Systems, Inc., Ithaca, New York) utilizando un transductor de flujo perivascular (en la Fig. 6A se muestra un grafi-
co representativo). La arteria tibial posterior se secciond para dejarla libre y se colocaron los transductores de flujo
perivasculares segin las instrucciones del fabricante. Se registré simultdneamente el flujo sanguineo de las extremida-
des isquémicas y contralaterales, y se expresé como un % respecto a las extremidades contralaterales. Seis semanas
después de la inyeccién con AAV-LacZ y AAVr-hVEGF;, se midi6 el flujo sanguineo. Como se muestra en la Fig.
6B, el flujo medio en las extremidades posteriores isquémicas transducidas con AAVr-hVEGF 45 (78.2 + 11.3%) fue
significativamente superior que en las extremidades isquémicas transducidas con AAV-LacZ (41.5 + 5.4%). Las me-
didas utilizando termografia infrarroja mostraron aumentos funcionales similares (en la Fig.7A se muestran imigenes
termogréficas representativas). La temperatura de la piel de la extremidad isquémica transducida con AAV-LacZ fue
aproximadamente 2°C mads baja que la de la extremidad contralateral. La temperatura de la piel de la extremidad
isquémica transducida con AAVr-hVEGF ¢, sin embargo, se restablecié a una temperatura normal (Fig. 7B).

Ejemplo 8
Evaluacion histologica

Seis semanas después de la inyeccion con AAV-LacZ y AAVr-hVEGF s, se obtuvieron tejidos musculares isqué-
micos como secciones transversales de los musculos cuadriceps y aductor de la extremidad posterior isquémica de
la rata después del examen hemodindmico. Las secciones congeladas se tifieron con fosfatasa alcalina utilizando un
método de indoxil-tetrazolio para detectar las células endoteliales capilares (la Fig. 8A es una imagen representativa de
tejido muscular de rata utilizando este método). La densidad de capilares se evalué mediante examen histolégico de 5
campos seleccionados al azar de una seccién de musculo, y se contd el nimero de capilares (nimero medio de capilares
por mm?). Como se muestra en la Fig. 8B, la densidad de capilares fue significativamente mds alta en misculo inyec-
tado con AAVT-hVEGF,¢; (1062 + 75/mm?) que en tejido muscular inyectado con AAV-LacZ (532 + 24/mm?). No se
observaron estructuras similares a angioma o infiltraciones de células inflamatorias en las extremidades isquémicas o
contralaterales.
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REIVINDICACIONES
1. Uso de viriones recombinantes de virus adenoasociados (AAVr) libres de viriones AAV salvajes y de virus
ayudantes, que comprenden un gen que codifica un factor angiogénico en la produccién de un medicamento para el
tratamiento de trastornos isquémicos, en donde los viriones AAVT se introducen mediante inyeccién directa en un
musculo.

2. El uso de la reivindicacién 1, en donde el factor angiogénico se selecciona del grupo que consiste en factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF), angiopoyetina-1, y factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF).

3. El uso de la reivindicacién 2, en donde el factor angiogénico es un factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF).

4. El uso de la reivindicacién 3, en donde dicho VEGF es VEGF165.

5. El uso de las reivindicaciones 1 a 4, en donde se distribuyen alrededor de 10'° hasta alrededor de 10" viriones
AAVr.

6. El uso de las reivindicaciones 1 a 5, en donde se distribuyen al menos dos genes de factores angiogénicos.

7. El uso de la reivindicacion 6, en donde se distribuyen un gen que codifica VEGF y un gen que codifica angio-
poyetina-1 mediante dichos viriones AAVT.

8. El uso de la reivindicacién 6, en donde se distribuyen un gen que codifica FGF y un gen que codifica VEGF
mediante dichos viriones AAVT.

9. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde dicho musculo es un musculo cardiaco.
10. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde dicho musculo es un musculo esquelético.
11. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde dicho miisculo es un misculo liso.

12. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde dicho tratamiento implica la formacién de nuevos
vasos sanguineos.

13. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde dicho tratamiento implica un aumento en el flujo
sanguineo.
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