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DESCRIPCIÓN 

 
Composición para prevenir o tratar una enfermedad arterial periférica utilizando el factor de crecimiento de hepatocitos 
y el factor 1α derivado de células del estroma 
 5 
Campo técnico 

 
La presente invención se refiere a una composición farmacéutica para prevenir o tratar una enfermedad arterial 
periférica, comprendiendo la composición: como principios activos, un factor de crecimiento de hepatocitos (HGF; del 
inglés, hepatocyte growth factor) o una isoforma del mismo y un factor 1α derivado de células del estroma (SDF-1α); 10 
o polinucleótidos que codifican las proteínas. 
 
Antecedentes de la técnica 

 
La presente solicitud reivindica la prioridad y el beneficio de la solicitud de patente coreana N.° 10-2014-0129361 15 
presentada en la Oficina de Propiedad Intelectual de Corea el 26 de septiembre de 2014. El estrechamiento u oclusión 
de los vasos sanguíneos debido a ateroesclerosis o similar, causa las enfermedades cardiovasculares. Las 
enfermedades cardiovasculares se dividen en gran parte en la enfermedad arterial coronaria (EAC; en inglés, CAD) y 
la enfermedad arterial periférica (EAP; en inglés, PAD). Entre estas, la enfermedad isquémica de las extremidades es 
un tipo representativo de las enfermedades arteriales periféricas. 20 
 
Hasta ahora, la utilización de fármacos para expandir los vasos sanguíneos o las operaciones quirúrgicas representan 
la mayoría del tratamiento de las enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, en el caso de una enfermedad 
isquémica de las extremidades, el dolor provocado por el deterioro del cuerpo es tan fuerte que algunos pacientes 
toman un analgésico antipsicótico y si el deterioro corporal empeora, se amputan las piernas del paciente o los 25 
pacientes mueren. Por tanto, se necesita un tratamiento fundamental para ello. 
 
Por otra parte, los vectores de expresión como sistemas de suministro de genes para terapia génica se describen en 
el documento WO 2000/040737. Además, el documento WO 2003/078568 desvela los efectos terapéuticos para la 
enfermedad isquémica de las extremidades posteriores utilizando el gen HGF. 30 
 
Majka et al. (Folia histochemica et cytobiologica 44,3 (2006): 155-164) se refieren al SDF-1 solo y en cooperación con 
HGF, que regula la biología de las células de células de carcinoma cervical humano. Murohara et al. (Journal of 

cardiology 53,2 (2009): 155-163) se refiere a un tejido adiposo autólogo como una nueva fuente de células progenitoras 
para la angiogénesis terapéutica. El documento US 2013/095060 A1 se refiere a una composición farmacéutica para 35 
promover la angiogénesis y a un método de preparación y aplicaciones para la misma. El documento WO 2012/170495 
A1 se refiere a métodos para reparar el daño tisular utilizando mutaciones resistentes a proteasas del factor-1 derivado 
de células del estroma. El documento WO 2012/027170 A1 se refiere a métodos para reparar el daño tisular utilizando 
mutantes resistentes a proteasas del factor-1 derivado de células del estroma. El documento WO 03/078568 A2 se 
refiere a un gen del factor de crecimiento de hepatocitos híbrido que tiene una eficacia de expresión elevada de dos 40 
heterotipos del factor de crecimiento de hepatocitos. 
 
Descripción detallada de la invención 

 
Problema técnico 45 

 
Los presentes inventores investigaron y se esforzaron en desarrollar fármacos capaces de prevenir o tratar una 
enfermedad arterial periférica. Como resultado, los presentes inventores verificaron que la utilización de: un factor de 
crecimiento de hepatocitos (HGF) o una isoforma del mismo y un factor 1α derivado de células del estroma (SDF-1α); 
o polinucleótidos que codifican las proteínas, en combinación, tienen un efecto terapéutico notable sobre una 50 
enfermedad arterial periférica respecto a la utilización individual de HGF, SDF-1α o polinucleótidos que codifican las 
proteínas de los mismos y por tanto se completó la presente invención. 
 
Por tanto, un aspecto de la presente invención es proporcionar una composición farmacéutica para utilizar en la 
prevención o tratamiento de una enfermedad arterial periférica. 55 
 
Otro aspecto descrito en el presente documento es proporcionar un método para prevenir o tratar una enfermedad 
arterial periférica. 
 
Otros propósitos y ventajas de la presente invención serán más obvios con la siguiente descripción detallada de la 60 
invención, las reivindicaciones y los dibujos. 
 
Solución técnica 

 
La invención proporciona una composición farmacéutica para utilizar en la prevención o tratamiento de una 65 
enfermedad arterial periférica (EAP), la composición farmacéutica que comprende: como principios activos, (a) un 
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factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) o una isoforma del mismo y un factor 1α derivado de células del estroma 
(SDF-1α); o (b) un polinucleótido que codifica HGF o una isoforma del mismo y un polinucleótido que codifica SDF-1α. 
 
Los presentes inventores investigaron y se esforzaron en desarrollar fármacos capaces de prevenir o tratar una 
enfermedad arterial periférica. Como resultado, los presentes inventores verificaron que la utilización de: un factor de 5 
crecimiento de hepatocitos (HGF) o una isoforma del mismo y un factor 1α derivado de células del estroma (SDF-1α); 
o polinucleótidos que codifican las proteínas, en combinación, tienen un efecto terapéutico notable sobre una 
enfermedad arterial periférica respecto a la utilización individual de HGF, SDF-1α o polinucleótidos que codifican las 
proteínas de los mismos. 
 10 
La estrategia terapéutica descrita en el presente documento se puede clasificar en gran medida dentro de dos grupos: 
terapia de proteínas y terapia génica. De acuerdo con la estrategia del agente terapéutico de proteínas descrita en el 
presente documento, se utilizan en combinación la proteína HGF o una isoforma de la misma y la proteína SDF-1α. 
Por otra parte, de acuerdo con la estrategia de agente terapéutico génico descrita en el presente documento, se 
administran al menos una secuencia de nucleótidos que codifica HGF y al menos una secuencia de nucleótidos que 15 
codifica SDF-1α. Al menos una secuencia de nucleótidos que codifica HGF y al menos una secuencia de nucleótidos 
que codifica SDF-1α se podrían proporcionar como un nucleótido o polinucleótidos separados. Al menos una 
secuencia de nucleótidos que codifica HGF y al menos una secuencia de nucleótidos que codifica SDF-1α se podrían 
proporcionar como polinucleótidos separados. 
 20 
En adelante, la presente invención se describirá en detalle. 
 
Como se utiliza en el presente documento, la expresión "isoforma de HGF" se refiere a un polipéptido de HGF que 
tiene una secuencia de aminoácidos que es al menos un 80% idéntica a una secuencia de aminoácidos de HGF de 
origen natural en un animal, incluyendo todas las variantes alélicas. Por ejemplo, la expresión "isoforma de HGF" tiene 25 
un significado que incluye todos los de una forma normal o un tipo silvestre de HGF y diversos variantes de HGF (por 
ejemplo, variantes de corte y empalme y variantes de supresión). 
 
Como se utiliza en el presente documento, el término "prevención" se refiere a todos los actos de supresión de una 
enfermedad arterial periférica o de retraso del progreso de una enfermedad arterial periférica mediante la 30 
administración de la composición descrita en el presente documento. 
 
Como se utiliza en el presente documento, el término "tratamiento" se refiere a (a) la supresión del desarrollo de una 
enfermedad arterial periférica; (b) alivio de una enfermedad arterial periférica; y (c) eliminación de una enfermedad 
arterial periférica. 35 
 
El HGF descrito en el presente documento puede incluir una proteína HGF humana recombinante. El HGF puede 
incluir la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 1. 
 
La isoforma del HGF puede incluir el HGF de longitud completa (flHGF) y el HGF variante suprimido (dHGF). 40 
 
Como se utiliza en el presente documento, el término "flHGF" se puede referir a una secuencia de aminoácidos 1-728 
de HGF animal; una secuencia de aminoácidos 1-728 de HGF de mamífero; o una secuencia de aminoácidos 1-728 
de HGF humano. 
 45 
Como se utiliza en el presente documento, el término "dHGF" se refiere a una variante suprimida de la proteína HGF 
producida por corte y empalme alternativo del gen HGF animal; y el gen HGF de mamífero. El dHGF descrito en el 
presente documento se refiere a HGF humano compuesto por 723 aminoácidos con la supresión de cinco aminoácidos 
(F, L, P, S y S) en el primer dominio kringle de la cadena alfa de la secuencia de HGF de longitud completa. 
 50 
El HGF de longitud completa descrito en el presente documento puede incluir la secuencia de aminoácidos de la SEQ 
ID NO: 2 y el HGF variante suprimido descrito en el presente documento puede incluir la secuencia de aminoácidos 
de la SEQ ID NO: 3. 
 
El SDF-1α puede incluir la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 4 o de la SEQ ID NO: 8. 55 
 
Como se valida en los siguientes ejemplos, el cotratamiento de HUVEC con las proteínas de HGF y SDF-1α promovió 
los grados de migración y angiogénesis de las células endoteliales vasculares más eficazmente, en comparación con 
el tratamiento con las proteínas solas y por tanto, se verificó que la coadministración de proteínas de HGF y SDF-1α 
puede utilizarse eficazmente para la prevención o el tratamiento de una enfermedad arterial periférica. 60 
 
Una isoforma de HGF puede estar codificada por secuencias de nucleótidos separadas o por una secuencia única de 
polinucleótidos. En el presente documento, la composición farmacéutica puede incluir dos o más polinucleótidos 
cuando una isoforma de HGF está codificada por polinucleótidos separados e incluye al menos un polinucleótido que 
incluye un polinucleótido único cuando una isoforma de HGF está codificada por el polinucleótido único. Los 65 
polinucleótidos pueden estar unidos operativamente a al menos una secuencia reguladora (por ejemplo, un promotor 
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o un potenciador) que regula la expresión de una isoforma de HGF. 
 
Cuando las isoformas de HGF están codificadas por polinucleótidos separados, se puede construir un casete de 
expresión de dos maneras. De acuerdo con una primera manera, el casete de expresión se construye uniendo una 
secuencia reguladora de la expresión a una secuencia codificante (CDS) de cada isoforma. De acuerdo con una 5 
segunda manera, el casete de expresión se construye utilizando un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES; del 
inglés, internal ribosomal entry site), como "secuencia reguladora de la expresión - primera isoforma CDS - IRES - 
segunda isoforma CDS 
 
- secuencia de terminación de la transcripción", o secuencia del péptido 2A, de la misma manera que "secuencia 10 

reguladora de la expresión - primera isoforma CDS - IRES - segunda isoforma CDS 
- secuencia de terminación de la transcripción". El IRES permite que dos o más genes de interés se expresen en el 

mismo constructo al iniciar la traducción del gen en la secuencia IRES. 
 
Cuando una isoforma de HGF está codificada por un único polinucleótido, el polinucleótido que codifica todas las 15 
isoformas está unido operativamente a una única secuencia reguladora de expresión única. 
 
En la presente invención, una isoforma de HGF puede estar codificada por un gen HGF híbrido que expresa 
simultáneamente dos o más tipos diferentes de isoformas, por ejemplo, flHGF y dHGF. 
 20 
El gen HGF híbrido puede incluir la secuencia que se corresponde con los exones 1 a 4 del gen HGF humano, el intrón 
4 del gen HGF humano o una secuencia de fragmentos del mismo y una secuencia que se corresponde con los exones 
5 a 18 del gen HGF humano. 
 
El gen híbrido de HGF que incluye el intrón 4 tiene una longitud de 7113 pb e incluye la secuencia de nucleótidos de 25 
la SEQ ID NO: 7. El gen híbrido de HGF puede incluir selectivamente un fragmento del intrón 4 entre el exón 4 y el 
exón 5 del ADNc de HGF. El gen híbrido de HGF puede incluir la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 5. 
 
La "isoforma de HGF" como se describe en el presente documento y el gen HGF híbrido (por ejemplo, HGF-X7) se 
han presentado en el documento WO 2003/078568. 30 
 
Se interpreta que la secuencia de aminoácidos o de nucleótidos de una isoforma de HGF utilizable en la presente 
invención incluye una secuencia de aminoácidos o de nucleótidos que es sustancialmente idéntica a una isoforma de 
HGF humano de tipo silvestre. La expresión "identidad sustancial" significa que, cuando se alinean la secuencia de 
aminoácidos o de nucleótidos de una isoforma de HGF humano de tipo silvestre y cualquier secuencia de nucleótidos 35 
diferente para que se correspondan entre sí tanto como sea posible y las secuencias alineadas se analizan utilizando 
un algoritmo que se utiliza habitualmente en la técnica, la secuencia de aminoácidos o de nucleótidos de una isoforma 
de HGF humano de tipo silvestre muestra al menos un 80% de identidad, preferentemente al menos un 90% de 
identidad y más preferentemente al menos un 95% de identidad. Los métodos de alineamiento para la comparación 
de secuencias se conocen en la técnica. Se describen varios métodos y algoritmos para el alineamiento en Smith y 40 
Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981); Needleman y Wunsch, J. Mol. Bio. 48:443 (1970); Pearson y Lipman, 
Methods in Mol. Biol. 24: 307-31 (1988); Higgins y Sharp, Gene 73: 237-44 (1988); Higgins y Sharp, CABIOS 5: 151-
3 (1989); Corpet et al., Nuc. Acids Res. 16: 10881-90 (1988); Huang et al., Comp. Appl. BioSci. 8: 155-65 (1992) y 
Pearson et al., Meth. Mol. Biol. 24: 307-31 (1994). La herramienta básica de búsqueda de alineamiento local (BLAST; 
del inglés, Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI (Altschul et al., J. Mol. Biol. 215: 403-10 (1990)) está disponible 45 

a través del Centro nacional para la información biotecnológica (NBCI) o similar y en internet, puede utilizarse junto 
con los programas de análisis de secuencias, tales como blastp, blasm, blastx, blastn y tblastx. Se puede acceder a 
BLAST a través de la web www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/. El método de comparación de identidad de secuencia que 
utiliza dicho programa se puede confirmar en www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/blast_help.html. 
 50 
El polinucleótido que codifica SDF-1α puede incluir la SEQ ID NO: 6. 
 
La enfermedad arterial periférica puede ser una enfermedad isquémica de las extremidades. Como se valida en los 
siguientes ejemplos, la composición descrita en el presente documento tiene un efecto de mantenimiento de un estado 
normal de forma continua, a diferencia del grupo de administración de pCK, el grupo de administración de pCK-SDF-55 
1α y administración de pCK-HGF, que muestra degradaciones en las afecciones de las patas traseras en los modelos 
de ratón de isquemia inducida. 
 
Cada uno de los polinucleótidos descritos en el presente documento puede ser ADN desnudo o un nucleótido 
contenido en un sistema de suministro de genes. La composición aquí descrita se puede aplicar in vivo a través de 60 
diversos métodos de suministro que se conocen rutinariamente en el campo de la terapia génica y el sistema de 
suministro de genes incluye, por ejemplo, un vector, un plásmido o un vector vírico. 
 
(i) Plásmido (vector) 
 65 
Puede utilizarse un plásmido (vector) como un sistema de suministro que suministra los polinucleótidos descritos en 
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el presente documento. El polinucleótido incluido en el vector está presente preferentemente en un casete de expresión 
adecuado. En el casete de expresión, el polinucleótido está, preferentemente, unido operativamente a un promotor. 
 
Como se utiliza en el presente documento, la expresión "unido operativamente" se refiere a un enlace funcional entre 
una secuencia reguladora de la expresión de ácidos nucleicos (por ejemplo, un promotor, una secuencia señal o una 5 
matriz de sitios de unión del factor de regulación de la transcripción) y otra secuencia de ácido nucleico y a través del 
enlace, la secuencia reguladora regula la transcripción y/o la traducción de la otra secuencia de ácido nucleico. 
 
En la presente invención, el promotor unido a la secuencia de polinucleótidos es uno que puede regular la transcripción 
de la secuencia de nucleótidos operando en células animales de acuerdo con un aspecto, células de mamíferos según 10 
otro aspecto y células humanas según un aspecto particular e incluye promotores derivados de virus de mamíferos y 
promotores derivados de genomas de células de mamíferos. Entre los ejemplos de los estos se pueden incluir el 
promotor de citomegalovirus (CMV), promotor tardío de adenovirus, promotor 7,5K del virus vaccinia, promotor SV40, 
promotor del HSV tk, promotor RSV, promotor EF1 alfa, promotor de metalotioneína, promotor de beta-actina, promotor 
del gen IL-2 humano, promotor del gen IFN humano, promotor del gen IL-4 humano, promotor del gen de linfotoxina 15 
humano y promotor del gen GM-CSF humano. De acuerdo con un aspecto descrito en el presente documento, el 
promotor utilizado en la presente invención es un promotor o un promotor EF1 alfa derivado del gen inmediato 
temprano (IE) del CMV humano (hCMV). De acuerdo con otro aspecto, el promotor utilizado en la presente invención 
es una región sin traducir 5’ (UTR) que incluye un promotor/potenciador y la secuencia de los nucleótidos completos 
del exón 1 al nucleótido inmediatamente anterior al codón de iniciación ATG del exón 2, en el gen CMV IE. 20 
 
El casete de expresión utilizado en la presente invención puede incluir una secuencia de poliadenilación y puede 
incluir, por ejemplo, un terminador de la hormona del crecimiento bovina (Gimmi, E. R., et al., Nucleic Acids Res. 17: 
6983-6998 (1989)), secuencia de poliadenilación derivada del SV40 (Schek, N, et al., Mol. Cell Biol. 12: 5386-5393 
(1992)), poliA de HIV-1 (Klasens, B. I. F., et al., Nucleic Acids Res. 26: 1870-1876 (1998)), poliA de β-globina (Gil, A., 25 
et al., Cell 49: 399-406 (1987)), poliA de HSV TK (Cole, C. N. y T. P. Stacy, Mol. Cell. Biol. 5: 2104-2113 (1985)) o 
poliA de virus polioma (Batt, D. B y G. G. Carmichael, Mol. Cell. Biol. 15: 4783-4790 (1995)). 
 
De acuerdo con otro aspecto, el vector pCK, pCP, pVAX1 o pCY se puede utilizar como un sistema de suministro de 
genes y de acuerdo con un aspecto particular, se puede utilizar un vector pCK. El vector pCK se desvela en detalle en 30 
el documento WO 2000/040737. 
 
(ii) Retrovirus 
 
Los retrovirus pueden introducir un gen de los mismos en el genoma de un hospedador para suministrar muchos 35 
materiales genéticos exóticos y tienen un amplio espectro de células infecciosas y por tanto, la mayoría de los 
retrovirus se utilizan como vectores de suministro de genes. 
 
Para construir un vector de retrovirus, la secuencia de polinucleótidos se inserta en el genoma retrovírico en lugar de 
la secuencia retrovírica, produciendo así virus de replicación deficiente. Para la producción de viriones, se construye 40 
una línea celular de empaquetado que comprende los genes gag, pol y env pero no la secuencia de repetición terminal 
larga (LTR) y la secuencia ψ (Mann et al., Cell, 33: 153-159 (1983)). Cuando el plásmido recombinante que incluye la 
secuencia de polinucleótidos, la secuencia de LTR y la secuencia ψ, se inserta en la línea celular, la secuencia ψ 
permite la producción de transcritos de ARN del plásmido recombinante y estos transcritos se empaquetan con virus, 
que, a continuación, se descargan a un medio (Nicolas y Rubinstein "Vectores retrovíricos", En: "Vectors: A survey of 45 
molecular cloning vectors and their uses, Rodriguez y Denhardt (Eds.), Stoneham: Butterworth, 494-513 (1988)). El 
medio que contiene los retrovirus recombinantes se recoge y concentra y a continuación, se utiliza como un sistema 
de suministro de genes. 
 
Se ha publicado el suministro de genes que utiliza un vector retrovírico de segunda generación. Kasahara et al., 50 
fabricaron una variante del virus de la leucemia murina de moloney y produjeron una proteína quimérica que tenía 
nuevas características de unión insertando la secuencia de eritropoyetina (EPO) en un sitio de la envoltura de la 
variante (Science, 266: 1373-1376 (1994)). La secuencia de polinucleótidos también puede cargarse en el retrovirus 
según la estrategia de construcción de dicho vector retrovírico de segunda generación. 
 55 
(iii) Adenovirus 
 
El adenovirus se ha empleado normalmente como vector de suministro de genes debido al genoma de tamaño medio, 
facilidad de ingeniería, un título alto, amplia gama de células diana y elevada infectividad. Ambos extremos del genoma 
contienen repeticiones terminales invertidas (ITR) de 100-200 pb, que son elementos cis necesarios para la replicación 60 
y el empaquetado del ADN. La región E1 (E1A y E1B) del genoma codifica proteínas responsables de la regulación 
de la transcripción del genoma vírico y la transcripción de genes de la célula hospedadora. Las regiones E2 (E2A y 
E2B) codifican las proteínas implicadas en la replicación del ADN vírico. 
 
De los vectores adenovíricos desarrollados hasta ahora, se utiliza normalmente un adenovirus de replicación deficiente 65 
que tiene una región E1 suprimida. Por otra parte, se elimina una región E3 de un vector adenovírico normal para 
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proporcionar un sitio de inserción para un gen exótico (Thimmappaya, B. et al., Cell, 31: 543-551 (1982); y Riordan, J. 
R. et al., Science, 245: 1066-1073 (1989)). Por tanto, la secuencia de polinucleótidos se inserta preferentemente en 
una región E1 suprimida (región E1A y/o región E1B) o una región E3 eliminada. Además, la secuencia de 
polinucleótidos también se puede insertar en una región E4 eliminada. En el presente documento, el término 
"supresión" utilizado en referencia a las secuencias del genoma vírico abarca la supresión completa de la secuencia 5 
correspondiente así como la supresión parcial de la misma. Además, el adenovirus puede empaquetar 
aproximadamente un 105 % del genoma de tipo silvestre y por tanto, puede empaquetar aproximadamente 2 kb 
adicionales de ADN (Ghosh- Choudhury et al., EMBO J., 6: 1733-1739 (1987)). Por tanto, las secuencias exóticas 

anteriores insertadas en adenovirus pueden insertarse adicionalmente en el genoma adenovírico. 
 10 
El adenovirus puede ser de cualquiera de los 42 serotipos y subgrupos A-F diferentes. De estos, el adenovirus de tipo 
5 perteneciente al subgrupo C es el material de partida preferible para obtener el vector adenovírico. La información 
bioquímica y genética sobre el adenovirus tipo 5 es bien conocida. Los genes exóticos suministrados por el adenovirus 
se replican de la misma manera que en el episoma y por tanto, tienen baja genotoxicidad para las células 
hospedadoras. Por tanto, la terapia génica que utiliza el sistema de suministro de genes adenovíricos se considera 15 
segura. 
 
(iv) Vector AAV 
 
Los virus adenoasociados (AAV; del inglés, adeno-associated viruses) son capaces de infectar células no divididas y 20 
tienen la capacidad de infectar diversos tipos de células y por tanto, son adecuados como un sistema de suministro 
de genes de esta invención. Las descripciones detalladas para la utilización y la preparación del vector AAV se 
desvelan en las patentes de Estados Unidos n.º 5.139.941 y 4.797.368. 
 
Los resultados de la investigación para AAV como sistema de suministro de genes se describen en LaFace et al., 25 
Viology, 162: 483486 (1988), Zhou et al., Exp. Hematol. (Nueva York), 21: 928-933 (1993), Walsh et al., J. Clin. Invest., 
94: 1440-1448 (1994) y Flotte et al., Gene Therapy, 2: 29-37 (1995). Recientemente, el vector AAV se ha aprobado 
para ensayos en fase I en seres humanos para el tratamiento de la fibrosis quística. 
 
Normalmente, el virus AAV se fabrica cotransfectando un plásmido que contiene una secuencia del gen diana 30 
flanqueada por dos repeticiones terminales AAV (McLaughlin et al., J. Virol., 62: 1963-1973 (1988); y Samulski et al., 
J. Virol., 63: 3822-3828 (1989)) y un plásmido de expresión que contiene una secuencia codificante de AAV de tipo 
silvestre sin repeticiones terminales (McCarty et al., J. Virol., 65: 2936-2945 (1991)). 

 
(v) Otros vectores víricos 35 
 
Pueden utilizarse también otros vectores víricos para suministrar la secuencia de polinucleótidos al cuerpo. Los 
vectores derivados de virus, tales como el virus vaccinia (Puhlmann M. et al., Human Gene Therapy 10:649-657 (1999); 
Ridgeway, "Vectores de expresión en mamíferos," En: "Vectors: A survey of molecular cloning vectors and their uses. 
Rodriguez y Denhardt, eds. Stoneham: Butterworth, 467-492 (1988); Baichwal y Sugden, "Vectores para la 40 
transferencia de genes derivados de virus de ADN animales: expresión transitoria y estable de los genes transferidos", 
En: Kucherlapati R, Ed. Gene transfer. Nueva York: Plenum Press, 117-148 (1986) y Coupar et al., Gene, 68: 1-10 
(1988)), lentivirus (Wang G. et al., J. Clin. Invest. 104(11): R55-62 (1999)) y virus del herpes simple (Chamber R., et 
al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 92:1411-1415 (1995)) pueden utilizarse en los presentes sistemas de suministro para 
suministrar los polinucleótidos de la invención en las células. 45 
 
(vi) Liposomas 
 
Los liposomas se forman espontáneamente por fosfolípidos suspendidos en el medio acuoso. El suministro de 
moléculas de ADN exóticas mediadas por liposomas ha tenido mucho éxito, como se describe en Sene, Biochim. 50 
Biophys. Acta, 721: 185-190 (1982) y Nicolau et al., Methods Enzymol., 149: 157-176 (1987). Los liposomas que 
atrapan la secuencia de polinucleótidos suministran la secuencia de polinucleótidos a las células al interactuar con las 
células a través de un mecanismo, tal como la endocitosis, la adsorción en las superficies celulares y la fusión con las 
membranas celulares plasmáticas. 
 55 
En los casos en donde la secuencia de polinucleótidos se carga en una molécula de ADN recombinante desnuda o un 
plásmido (vector), la secuencia de polinucleótidos se puede introducir en las células mediante microinyección 
(Capecchi, M.R., Cell, 22: 479 (1980); y Harland y Weintraub, J. Cell Biol. 101: 1094-1099 (1985)), precipitación con 
fosfato de calcio (Graham, F.L. et al., Virology, 52: 456 (1973); y Chen y Okayama, Mol. Cell. Biol. 7: 2745-2752 
(1987)), electroporación (Neumann, E. et al., EMBO J., 1: 841 (1982); y Tur-Kaspa et al., Mol. Cell Biol., 6: 716-718 60 
(1986)), transfección mediada por liposomas (Wong, T.K. et al., Gene, 10: 87 (1980); Nicolau y Sene, Biochim. Biophys. 
Acta, 721: 185-190 (1982); y Nicolau et al., Methods Enzymol., 149: 157-176 (1987)), tratamiento con DEAE-dextrano 
(Gopal, Mol. Cell Biol., 5: 1188-1190 (1985)) y bombardeo de genes (Yang et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 87: 9568-9572 
(1990)). 
 65 
Cuando la secuencia de polinucleótidos se construye basándose en el vector vírico, la secuencia de polinucleótidos 
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se puede administrar a las células mediante varios métodos de infección vírico conocidos en la técnica. La infección 
de las células hospedadoras utilizando vectores víricos se describe en los documentos citados anteriormente. 
 
El sistema de suministro de genes puede ser un vector. 
 5 
El vector puede ser un plásmido. El plásmido puede ser el pCK. Los vectores recombinantes que incluyen un único 
polinucleótido que expresa dos o más isoformas de HGF utilizando el vector pCK se describen en detalle en los 
documentos WO 2000/040737 y WO 2003/078568. 
 
La composición descrita en el presente documento puede contener un vehículo farmacéuticamente aceptable. El 10 
vehículo farmacéuticamente aceptable contenido en la composición se utiliza normalmente para la formulación y los 
ejemplos del mismo pueden incluir lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol, almidón, goma arábiga, fosfato 
cálcico, alginato, gelatina, silicato cálcico, celulosa microcristalina, polivinilpirrolidona, celulosa, agua, jarabe, 
metilcelulosa, hidroxibenzoato de metilo, hidroxibenzoato de propilo, talco, estearato de magnesio y aceite mineral. La 
composición farmacéutica puede contener adicionalmente, además de los ingredientes anteriores, un lubricante, un 15 
agente humectante, un agente edulcorante, un agente aromatizante, un emulsionante, un agente de suspensión, un 
conservante y similares. Los vehículos y preparaciones farmacéuticamente aceptables adecuados se describen en 
detalle en Remington's Pharmaceutical Sciences (19ª ed., 1995). 
 
La composición farmacéutica descrita en el presente documento se puede administrar por vía parenteral. Por ejemplo, 20 
la composición farmacéutica de esta invención puede administrarse utilizando, por ejemplo, administración 
intravenosa, administración intraperitoneal, administración subcutánea, administración intradérmica, administración 
intraespinal, administración intratecal, administración intraventricular, administración parenquimatosa, administración 
intracraneal, administración intramuscular o administración local. La composición farmacéutica descrita en el presente 
documento puede administrarse utilizando la administración intramuscular, administración intraespinal, administración 25 
intratecal, administración intraventricular, administración parenquimatosa o administración intracraneal. 
 
La composición farmacéutica descrita en el presente documento puede administrarse como una inyección. La dosis 
adecuada de la composición farmacéutica varía dependiendo de los factores, tales como el método de formulación, la 
manera de administración, edad del paciente, peso corporal, género y gravedad de la enfermedad, tiempo de 30 
administración, vía de administración, tasa de excreción y sensibilidad a la respuesta y el facultativo experto 
habitualmente puede juzgar y prescribir fácilmente la dosis eficaz para el tratamiento o prevención deseados. 
 
El HGF, una isoforma del mismo y SDF-1α, se pueden administrar en una dosis de 10 ng a 100 mg de cada y los 
polinucleótidos que codifican las proteínas se administran en una dosis de 1 µg a 100 mg de cada. Cuando el HGF, 35 
una isoforma del mismo, SDF-1α o los polinucleótidos que lo codifican, se administran repetidamente una o más veces, 
la dosis puede ser igual o distinta para cada administración. 
 
La composición farmacéutica se puede formular utilizando un vehículo y/o excipiente farmacéuticamente aceptable, 
de acuerdo con el método, que se puede realizar fácilmente por una persona con conocimientos ordinarios en la 40 
materia a la que pertenece la presente invención y la composición farmacéutica se puede preparar en una forma de 
dosificación unitaria o puede insertarse en un envase multidosis. Aquí, la forma de dosificación puede ser una solución 
en un medio aceitoso o acuoso, una suspensión, una emulsión, un extracto, un polvo, un gránulo, un comprimido o 
una cápsula y puede contener adicionalmente un dispersante o un estabilizante. 
 45 
De acuerdo con otro aspecto descrito en el presente documento, se proporciona un método para prevenir o tratar una 
enfermedad arterial periférica, incluyendo el método una etapa de administración de una composición a un sujeto que 
lo necesite, conteniendo la composición, como principios activos, (a) un factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) o 
una isoforma del mismo y un factor 1α derivado de células del estroma (SDF-1α); o (b) un polinucleótido que codifica 
HGF o una isoforma del mismo y un polinucleótido que codifica SDF-1α. 50 
 
Como se utiliza en el presente documento, el término "administración" o "administrar" se refiere a la aplicación directa 
de una cantidad terapéuticamente eficaz de la composición a un sujeto (es decir, un objeto) que necesita la 
composición, formando así la misma cantidad de la misma en el cuerpo del sujeto. Por tanto, el término "administrar" 
incluye la inyección de la composición alrededor de un sitio de lesión y por tanto, el término se utiliza con el mismo 55 
significado que el término "inyectar". 
 
La expresión "cantidad terapéuticamente eficaz" de la composición se refiere al contenido de la composición, que es 
suficiente para proporcionar un efecto terapéutico o preventivo a un sujeto a administrar y por tanto, el término tiene 
un significado que incluye "cantidad preventivamente eficaz". Como se utiliza en el presente documento, el término 60 
"sujeto" incluye al ser humano, ratón, rata, cobaya, perro, gato, caballo, vaca, cerdo, mono, chimpancé, babuino o 
mono rhesus. En concreto, el sujeto puede ser humano. 
 
Dado que el método para prevenir o tratar la enfermedad arterial periférica aquí descrito incluye la etapa de administrar 
la composición farmacéutica para prevenir o tratar la enfermedad arterial periférica, se omiten las descripciones que 65 
solapan entre ellas, para evitar una complicación excesiva de la especificación. 
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Efectos ventajosos 

 
Las características y ventajas de la presente invención se resumen a continuación: 
 5 

(a) La presente invención proporciona una composición farmacéutica para prevenir o tratar una enfermedad arterial 
periférica (EAP). 
(b) El uso de la composición de la presente invención puede prevenir o tratar una enfermedad arterial periférica 
(por ejemplo, enfermedad isquémica de las extremidades) más eficazmente mediante una promoción notable de 
la migración y angiogénesis de las células endoteliales vasculares cuando se comparan con la utilización individual 10 
de HGF, una isoforma del mismo, SDF-1α o polinucleótidos que codifican las proteínas. 

 
Breve descripción de los dibujos 

 
La Fig. 1 ilustra un efecto de la utilización de HGF y SDF-1α sobre la migración celular de HUVEC. 15 
Las Fig. 2a y 2b ilustran un efecto del uso de HGF y SDF-1α sobre la angiogénesis. 
La Fig. 3 ilustra un efecto del uso de pCK-HGF y pCK-SDF-1α sobre las afecciones de las patas traseras de 
modelos de ratón con isquemia de las patas traseras. 

 
Ejemplos 20 

 
Ejemplo 1: Método experimental para investigar el efecto de la combinación de HGF y SDF-1α sobre la 
migración celular de células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) 

 
Las HUVEC (del inglés, human umbilical vein endothelial cells), que se obtuvieron tomando solo las células 25 
endoteliales de la vena del cordón umbilical humano, convirtiendo las células en células individuales y cultivando las 
células individuales, se adquirieron de Lonza. 
 
Para investigar los efectos de HGF (SEQ ID NO: 1, R&D systems, N.º de catálogo 294-HG-025/CF, EE. UU.) y SDF-
1α (SEQ ID NO: 4, R&D systems, N.º de catálogo 350-NS-010/CF, EE. UU.) sobre la migración celular de las HUVEC, 30 
el transpocillo (Corning, N.º de catálogo 3422) se recubrió con gelatina al 1% y a continuación, las células se sembraron 
a 2x104 células por pocillo. Tras la incubación durante una hora para permitir que las células se adhirieran, los grupos 
experimentales se organizaron de la siguiente manera (HGF 50 ng/ml; 50 ng/ml de SDF-1α; 25 ng/ml de HGF + 25 
ng/ml de SDF-1α). Los grupos experimentales respectivos se trataron con las proteínas correspondientes durante 2 
horas y para medir el grado de migración celular, las células se tiñeron con violeta cristal y se midió el número de 35 
células migradas en el transpocillo utilizando un microscopio. 
 
Como resultado, el tratamiento individual con 50 ng/ml de HGF aumentó la migración celular 1,8 veces en comparación 
con el control y el tratamiento individual con 50 ng/ml de SDF-1α aumentó la migración celular 1,5 veces en 
comparación con el control. El cotratamiento con HGF y SDF-1α a 25 ng/ml cada uno, aumentó la migración celular 40 
2,5 veces en comparación con el control, mostrando un mejor efecto sobre la migración celular, en comparación con 
el tratamiento individual con HGF y SDF-1α (Fig. 1). 
 
Ejemplo 2: Investigación sobre el efecto de la combinación de HGF y SDF-1α sobre la angiogénesis en el 
ensayo de tapón de Matrigel 45 

 
El efecto de HGF y SDF-1α sobre la angiogénesis se investigó utilizando un ensayo de tapón de Matrigel. 
 
Se dividieron ratones C57BL/6 de cinco semanas de la siguiente manera para organizar los grupos experimentales 
(PBS; 300 ng de HGF; 150 ng de HGF + 150 ng de SDF-1α). Aquí, se añadió 1 unidad de heparina a 400 µl de matriz 50 
de Matrigel (Corning, N.º de catálogo 356231) y se añadieron las proteínas correspondientes a cada grupo 
experimental. La mezcla de Matrigel resultante se inyectó subcutáneamente en el abdomen del ratón. Después de 7 
días, los ratones se sacrificaron y se aisló la matriz de matrigel trasplantada. Para cuantificar el grado de angiogénesis, 
se midió el nivel de hemoglobina contenida en cada matrigel mediante el ensayo de Drabkin. 
 55 
Como resultado, el grupo al que se añadieron 300 ng de HGF aumentó el nivel de hemoglobina aproximadamente 1,8 
veces en comparación con el grupo al que se añadió PBS y el grupo al que se añadieron 150 ng tanto de HGF como 
de SDF-1α, aumentó el nivel de hemoglobina aproximadamente 2,3 veces en comparación con el grupo al que se le 
añadió PBS, mostrando la mejora en el grado de angiogénesis en comparación con la administración con HGF solo 
(Figuras 2a y 2b). 60 
 
Ejemplo 3: Investigación sobre el efecto de la administración de HGF y SDF-1α en un modelo de ratón con 
isquemia de las patas traseras (HLI; del inglés, hindlimb ischemia) 

 
Ejemplo 3-1: Preparación de ADN plasmídico 65 
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Preparación del plásmido pCK-HGF 
 
Antes del experimento en los modelos de ratón con isquemia de las patas traseras, el ADN plasmídico a utilizar se 
preparó de la siguiente manera. El vector pCK se construye de manera que un sujeto que se va a expresar esté 
regulado por un potenciador/promotor del citomegalovirus humano (hCMV) y el vector pCK se desvela en detalle en 5 
Lee et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 272: 230 (2000) y WO 2000/040737. El plásmido pCK-HGF utilizado en 
la presente invención se preparó insertando, en el vector pCK, un gen híbrido (es decir, el gen HGF-X7; SEQ ID NO: 
5) en el que una secuencia de fragmentos del intrón 4 del gen HGF humano se inserta entre los exones 4 y 5 del gen 
HGF humano de acuerdo con el método desvelado en el documento WO 2003/078568. 
 10 
Preparación del pCK-SDF-1α 
 
Basándose en la información genética del SDF-1α humano (secuencia de referencia NCBI: NM_199168.3), se realizó 
la síntesis de genes añadiendo las secuencias de enzimas de restricción NheI y NotI a ambos extremos del gen. El 
fragmento de SDF-1α humano sintetizado se insertó en el vector pCK utilizando NheI y NotI. La secuencia del gen 15 
SDF-1α humano insertado en el vector pCK es la misma que la de la SEQ ID NO: 6. 
 
Ejemplo 3-2: Preparación de modelos de ratón con isquemia de las patas traseras (HLI) y administración de 
ADN plasmídico 

 20 
El modelo de ratón de HLI es el modelo de ratón más representativo para imitar la isquemia crítica de extremidades 
humana (CLI) [1, 2]. El método de producción del modelo de ratón es el siguiente. Se anestesiaron ratones Balb/c 
macho de siete semanas de edad con una mezcla de zoletil y rumpun y se hizo una incisión de aproximadamente 1 
cm en la piel del muslo. Después de eso, la posición de la arteria femoral dentro del muslo se unió fuertemente una 
longitud de aproximadamente 1 cm de la arteria, utilizando hilo de un grosor de 6-0 y el tejido entre ellos se cortó para 25 
extraer el vaso sanguíneo. Este método puede inducir condiciones isquémicas, al eliminar los vasos sanguíneos que 
descienden por debajo del muslo. Al mismo tiempo que la inducción de HLI, el ADN plasmídico a evaluar se administró 
al músculo cerca del vaso sanguíneo extraído. Después de eso, se suturó bien la incisión y se observó que los ratones 
se recuperaran de la anestesia. 
 30 
Los modelos de ratón HLI se organizaron en 6 ratones por grupo y se administró cada uno de los siguientes plásmidos: 
200 µg de pCK; 200 µg de pCK-HGF; 200 µg de pCK-SDF-1α; 200 µg de pCK-HGF + 200 µg de pCK-SDF-1α. A los 
3, 10, 17, 22 y 27 días tras la administración, se observaron las condiciones de las patas traseras, se puntuaron de 
acuerdo con un criterio predeterminado y se cuantificaron. Los criterios utilizados aquí son los siguientes [3]: 0 = estado 
normal; 1 = necrosis de las uñas de los pies; 2 = necrosis de los dedos de los pies; 3 = necrosis del tejido del pie 35 
 
Como resultado, tras la inducción de HLI, el grupo al que se le administró pCK mostró que las afecciones de las patas 
traseras en promedio comenzaron a deteriorarse gradualmente y la puntuación, tras aproximadamente dos semanas, 
aumentó aproximadamente a 1,83. El grupo al que se administró pCK-HGF mostró que la puntuación aumentó a 0,66-
0,83 con el tiempo. Por otra parte, el grupo coadministrado con pCK-HGF y pCK-SDF-1α mostró que la puntuación 40 
después de la inducción de HLI se mantuvo en cero (Figura 3). 
 
Como resultado, se verificó, a través de los ejemplos 1-3 anteriores, que el efecto de promover la migración y la 
angiogénesis de las células endoteliales vasculares y el efecto del tratamiento para una enfermedad isquémica de las 
extremidades fueron más notables cuando se coadministraron HGF y SDF-1α o los polinucleótidos que codifican HGF 45 
y SDF-1α, respectivamente, se coadministraron, más que cuando las proteínas o polinucleótidos respectivos se 
administraron solos. 
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REIVINDICACIONES 

 
1. Una composición farmacéutica para utilizar en la prevención o tratamiento de una enfermedad arterial periférica 
(EAP), la composición farmacéutica que comprende: como principios activos, (a) un factor de crecimiento de 
hepatocitos (HGF) o una isoforma del mismo y un factor 1α derivado de células del estroma (SDF-1α); o (b) un 5 
polinucleótido que codifica HGF o una isoforma del mismo y un polinucleótido que codifica SDF-1α. 
 
2. La composición para utilizar de acuerdo con la reivindicación 1, en donde el HGF comprende la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 1. 
 10 
3. La composición para utilizar de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, en donde la isoforma del HGF comprende el 
HGF de longitud completa (flHGF) y el HGF variante suprimido (dHGF). 
 
4. La composición para utilizar de acuerdo con la reivindicación 3, en donde el HGF de longitud completa comprende 
la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 2 y el HGF variante suprimido comprende la secuencia de aminoácidos 15 
de la SEQ ID NO: 3. 
 
5. La composición para utilizar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde SDF-1α comprende 
la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 8. 
 20 
6. La composición para utilizar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el polinucleótido que 
codifica HGF comprende una secuencia que se corresponde con los exones 1 a 4 del gen HGF humano, el intrón 4 
del gen HGF humano o una secuencia de fragmentos del mismo y una secuencia que se corresponde con los exones 
5 a 18 del gen HGF humano. 
 25 
7. La composición para utilizar de acuerdo con la reivindicación 6, en donde el polinucleótido que codifica HGF incluye 
la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 5. 
 
8. La composición para utilizar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el polinucleótido que 
codifica SDF-1α comprende la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 6. 30 
 
9. La composición para utilizar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde la enfermedad 
arterial periférica es la enfermedad isquémica de las extremidades. 
 
10. La composición para utilizar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde cada uno de los 35 
polinucleótidos es ADN desnudo o un nucleótido contenido en un sistema de suministro de genes. 
 
11. La composición para utilizar de acuerdo con la reivindicación 10, en donde el sistema de suministro de genes es 
un vector. 
 40 
12. La composición para utilizar de acuerdo con la reivindicación 11, en donde el vector es un plásmido. 
 
13. La composición para utilizar de acuerdo con la reivindicación 12, en donde el plásmido es pCK. 
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