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DESCRIPCION

Administracion sistémica y expresion regulada de genes paracrinos para enfermedades cardiovasculares y otras
afecciones

Campo técnico

Esta invencién se refiere a la biologia celular y molecular, y a medicina. La invencién proporciona composiciones
para su uso en métodos de tratamiento. La invencién proporciona un vector que comprende una secuencia de
acidos nucleicos que codifica una proteina o un péptido paracrino para su uso en un método para tratar, mejorar o
proteger a un sujeto que padece una insuficiencia cardiaca congestiva que comprende proporcionar y administrar o
suministrar el vector a una célula del sujeto, 0 a un sujeto en necesidad del mismo, en el que la proteina o el péptido
paracrino comprende una proteina o un péptido de la Urocortina-2 (UCn-2), y el vector es un virus adenoasociado
(AAV).

Antecedentes

Recientemente se demostro que una inyeccién intravenosa de un vector virico que codifica el Factor IX humano, que
es deficiente en la hemofilia B, aumenta la concentracion del Factor IX en el suero de los sujetos con hemofilia B
hasta un grado en el que reducia sus necesidades de infusion exdégena del Factor IX. Sin embargo: 1) esta proteina
no estaba bajo una expresion regulada, y por lo tanto, no permitia un ajuste optimo de los niveles del transgen en el
suero, 2) este sistema no proporciona un medio para desactivar la expresion del transgen en el caso de unos efectos
indeseados o inesperados y 3) el gen, el Factor IX, no era un gen paracrino, y no tenia unos efectos
cardiovasculares beneficiosos, y por lo tanto, no podia ser usado para el tratamiento de la enfermedad cardiaca.

Meili-Butz Silvia et al (2009) Biosciences Information Service, v. 120, n® 18, pagina 5868, desvelan la administracion
cronica de Urocortina 2 en la hipertrofia inducida por hipertension: efectos sobre la regulacion del calcio intracelular y
la hemodinamica.

El documento NZ 523803 desvela un polipéptido relacionado con la urocortina humana (URP) y el uso del mismo
para el tratamiento de un estado fisiopatoldgico, por ejemplo, estrés, ansiedad y disfuncion en el apetito.

Sumario

La invencion proporciona un vector que comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica una proteina o
un péptido paracrino para su uso en un método para tratar, mejorar o proteger a un sujeto que padece una
insuficiencia cardiaca congestiva que comprende proporcionar y administrar o suministrar el vector a una célula del
sujeto, 0 a un sujeto en necesidad del mismo, en el que la proteina o el péptido paracrino comprende una proteina o
un péptido de la Urocortina-2 (UCn-2), y el vector es un virus adenoasociado (AAV).

En algunas realizaciones alternativas de la invencion, el polipéptido o el péptido paracrino comprende
adicionalmente una Serelaxina, una Relaxina-2, una Urocortina-1 (UCn-1), una Urocortina-3 (UCn-3), un Péptido
Natriurético Cerebral, una Sintasa de Prostaciclina, una Hormona del Crecimiento, un Factor de Crecimiento
Insulinoide-1, de mamifero, o cualquier combinacion de los mismos; o, una Serelaxina humana, una Relaxina-2, una
Urocortina-1, una Urocortina-3, un Péptido Natriurético Cerebral, una Sintasa de Prostaciclina, una Hormona del
Crecimiento, un Factor de Crecimiento Insulinoide-11, o cualquier combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones alternativas de la invencion, el vector es administrado o suministrado al individuo o a un
paciente en necesidad del mismo por via oral, mediante una inyeccién intramuscular (IM), mediante una inyeccion
intravenosa (IV), mediante una inyeccidon subcutanea (SC) o intradérmica, mediante una inyeccién intratecal,
mediante una inyeccién intraarterial (IA), mediante una inyeccion intracoronaria, por inhalacién, o mediante un
sistema de administracion de particulas biolistico, 0 mediante el uso de un "cafidén de genes", de una pistola de aire
o de un cafion de genes HELIOS™ (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA).

En algunas realizaciones alternativas de la invencion, a la célula del sujeto se le administra un estimulo o una sefial
que induce la expresion del acido nucleico, o que induce o activa un promotor que induce la expresion del acido
nucleico.

En algunas realizaciones alternativas de la invencion: el vector esta formulado en una formulacion farmacéutica.

En algunas realizaciones alternativas de la invencion, el vector esta formulado en una vesicula, un liposoma, una
nanoparticula o una particula nanolipidica (NLP).

En algunas realizaciones alternativas de la invencion: el vector es una célula aislada o cultivada, y opcionalmente la
célula es una célula de mamifero, una célula cardiaca o una célula humana, una célula de un primate no humano,
una célula de mono, una célula de ratén, una célula de rata, una célula de cobaya, una célula de conejo, una célula
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de hamster, una célula de cabra, una célula bovina, una célula equina, una célula ovina, una célula canina o una
célula felina.

En algunas realizaciones alternativas de la invencion, el vector esta formulado o suministrada con, en o junto con, un
producto de fabricacion, un érgano artificial o un implante.

En algunas realizaciones alternativas de la invencién, el vector expresa el polipéptido paracrino in vitro o ex vivo.

En algunas realizaciones alternativas de la invencién, el vector AAV se selecciona entre el AAV5, el AAV6, el AAVS,
el AAV9 o el AAV.rh.10.

En algunas realizaciones alternativas de la invencion, el vector AAV es el AAV8 o el AAV9.

En algunas realizaciones alternativas, la invenciéon proporciona un vector que comprende una secuencia de acidos
nucleicos que codifica una proteina o un péptido de urocortina 2 (UCn2) humana para su uso en el aumento de la
funcion cardiaca en un sujeto en necesidad del mismo que comprende proporcionar y administrar o suministrar el
vector a una célula del sujeto, o a un sujeto en necesidad del mismo, en el que el vector es un virus adenoasociado
(AAV) AAVS 0 AAVO.

En algunas realizaciones alternativas, el vector estd formulado en, o en forma de, una vesicula, de un liposoma, de
una nanoparticula o de una particula nanolipidica (NLP), o estd formulado para: una administracién oral, una
inyeccion intramuscular (IM), una inyeccion intravenosa (IV), una inyeccion subcutanea (SC) o intradérmica, una
inyeccion intratecal, una inyeccion intraarterial (IA), una inyeccién intracoronaria, inhalacion o una administracion
mediante aerosol, opcionalmente en la que la administraciéon es una inyeccion intravenosa (1V).

Los detalles de una o mas realizaciones de la invencién se establecen a los dibujos anexos y en la siguiente
descripcion. Otras caracteristicas, objetos y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la descripciéon y de
los dibujos, y de las reivindicaciones.

Descripcion de los dibujos

La Figura 1 ilustra un ejemplo de construccién de la invencién que comprende el AAV5 que codifica el IGF1,
segun se describe en el Ejemplo 2, a continuacion.

La Figura 2A y la Figura 2B ilustran los datos de estudios en los que se infectaron miocitos cardiacos de rata
neonatal cultivados con el ejemplo de construccion AAVS5.IGFl.tet de la invencion, y el IGFI fue inducido,
expresado y después medido, seguin se describe en el Ejemplo 2, a continuacion.

La Figura 3 ilustra graficamente la expresion regulada de la expresion del ARNm del IGFI en miocitos cardiacos
de rata neonatal cultivados después de la transferencia génica con el ejemplo de adicién de AAV5.IGFI-tet, y su
extraccion, doxicilina, segun se describe en el Ejemplo 2, a continuacion.

La Figura 4A ilustra microfotografias que muestran la expresion de la EGFP en el musculo tibial anterior
unilateral 3 semanas después de la transferencia génica del AAV5.EGFP en ratas; y la Figura 4B es la Tabla 4,
que resume los datos de la ecocardiografia que mide los efectos de la expresion del IGFI en el musculo
esquelético en una ICC, segun se describe en el Ejemplo 2, a continuacion.

La Figura 5 ilustra el protocolo experimental de la transferencia génica del ejemplo del AAV5.IGFl.tet de la
invencion en muasculo esquelético en una ICC, segun se describe en el Ejemplo 2, a continuacion.

La Figura 6 ilustra los efectos de la transferencia génica del AAV5.IGFI-tet en la apoptosis y la fibrosis cardiacas:
la Figura 6A ilustra graficamente los datos de una tincion TUNEL que indicaban que la activacion de la expresion
del IGFI (IGF activado) estaba asociada con una reducida apoptosis en los miocitos cardiacos; la Figura 6B
ilustra secciones tefiidas con rojo de picrosirius del septo intraventricular no infartado de ratas con el IGF
desactivado y el IGF activado, que mostraban una reduccion en la fibrosis cardiaca y se redujo el area fraccional
de colageno; y la Figura 6C ilustra graficamente estos datos para las ratas con el IGF desactivado y el IGF
activado, segun se describe en el Ejemplo 2, a continuacion.

La Figura 7 ilustra graficamente que la administracion intravenosa proporcion6 unos mejores resultados que la
intramuscular para aumentar los niveles del IGFI en el suero cuando se administrd un ejemplo de construccion
AAVS de la invencién: administracion intravenosa en ratones, administracion intramuscular en ratas, segun se
describe en el Ejemplo 2, a continuacion.

La Figura 8 ilustra graficamente, y mediante imagenes, los datos que muestran la eficacia relativa de la
administracion intravenosa de los ejemplos de construcciones AAV5 y AAV9 de la invencion usando el nimero
de copias y la expresion del transgen en el higado y el corazdn como criterios de valoracion, segun se describe
en el Ejemplo 2, a continuacion.

La Figura 9 ilustra un ejemplo de protocolo para la determinacién y el ensayo del vector méas apropiado para ser
usado para una indicacion deseada o particular cuando se lleva a la practica un método de la invencion, segun
se analiza en el Ejemplo 2, a continuacion.

Las Figuras 10A, 10B, 10C, 10D, 10E y 10F ilustran ejemplos de construcciones del vector de la invencion,
segun se describe en el Ejemplo 2, a continuacion.

La Figura 11 ilustra graficamente los datos que muestran que el AAV8 por via IV es el vector y la via de
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administracion éptimos para alcanzar unos niveles aumentados sostenidos en el suero de urocortina-2 (UCn-2)
para una metodologia paracrina, segun se describe en el Ejemplo 3, a continuacion.

La Fig 12A ilustra graficamente el curso temporal de la expresién del ARNm de la UCn2 en el higado después de
la administracion por via IV del ejemplo de construccion AAV8.CBA.UCn2; y la Fig 12B ilustra graficamente los
datos que muestran la expresion del ARNm de la UCn2 en el VI 6 semanas después de la administracion por via
IV del AAV8.CBA.UCn2, segun se describe en el Ejemplo 3, a continuacion.

La Figura 13 ilustra graficamente los datos del estudio para determinar si la transferencia génica de la UCn2
aumentaba la funcién del VI mediante la administracién del ejemplo de construccion AAV8.UCn2 de la invencion
mediante una administracion intravenosa (IV) en ratones normales: la Fig 13A ilustra graficamente los datos que
muestran que la transferencia génica de la UCn2 aumentd la funcion contractil del VI; la Fig 13B ilustra
graficamente los datos que muestran que también se redujo la -dP/dt, lo que indica un aumento en la relajacion
del VI, segun se describe en el Ejemplo 3, a continuacion.

La Figura 14 ilustra los datos que muestran los efectos de la transferencia de la UCn2 en un corazén con
insuficiencia: la Fig. 14A ilustra el protocolo del estudio; y las Figuras 14B y 14C ilustran los datos que muestran
los efectos de la transferencia de la UCn2 en un corazén con insuficiencia, segin se describe en el Ejemplo 3, a
continuacion.

La Figura 15 ilustra los datos, la Fig. 15A mediante un grafico, la Fig. 15B mediante una inmunotransferencia, en
las que ratones normales recibieron una administracion por via IV de los ejemplos AAV8.CBA.UCn2; y cuatro
semanas después, las muestras del VI del grupo con la transferencia génica de la UCn2 mostré un aumento de 2
veces en la expresion de la proteina SERCA2a, segun se describe en el Ejemplo 3, a continuacion.

La Figura 16 muestra los datos del Ca”" transitorio después de la transferencia génica de la UCn2: la Fig. 16A
ilustra graficamente que la transferencia génica de la UCn2 aumenté la tasa de disminucion del ca’; la Fig. 16B
ilustra graficamente que la disminucion transitoria con el tiempo del Ca”* estaba acortada en los miocitos
cardiacos de los ratones que habian recibido la transferencia génica de la UCN2 4 semanas antes, segin se
describe en el Ejemplo 3, a continuacion.

La Figura 17 muestra los datos de que la UCn2 protege a los miocitos cardiacos de rata neonatal cultivados de
una lesién hipoéxica: la Fig. 17A ilustra que la UCn2 conserva la normalidad morfolégica 24 h después del
tratamiento con NaNs; la Fig. 17B ilustra graficamente que la UCn2 redujo la liberacion de LDH después del
tratamiento con NaN3s, segun se describe en el Ejemplo 3, a continuacion.

La Figura 18 ilustra graficamente que se detecto la fosforilacion tanto del CREB (Fig. 18A) como de la B-catenina
(Fig. 18B) en muestras del VI 4 semanas después del suministro por via IV del ejemplo de construccion
UCn2.CBA.UCn2 de la invencion, segun se describe en el Ejemplo 3, a continuacion.

La Figura 19 ilustra los datos que muestran que la UCn2 afecta a la regulacién de la glucosa: los ratones
recibieron un suministro por via IV del ejemplo de AAV8.CBA.UCn2: la Fig. 19A ilustra que se observé una
pequefia reduccion en la glucosa sanguinea en ayunas en el grupo con UCn2: la Fig. 19B ilustra los resultados
gue indican que la transferencia génica de la UCn2 favorece la utilizaciéon de la glucosa y protege frente a una
hiperglicemia inducida por la dieta, segin se describe en el Ejemplo 3, a continuacion.

Las Figuras 20A, 20B, 20C, 20D, 20E y 20F ilustran ejemplos de construcciones de la invencion, segun se
describe en el Ejemplo 3, a continuacion.

Los simbolos de referencia similares en los diversos dibujos indican elementos similares.
Descripcion detallada

La invencién proporciona un vector que comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica una proteina o
un péptido paracrino para su uso en un método para tratar, mejorar o proteger a un sujeto que padece una
insuficiencia cardiaca congestiva que comprende proporcionar y administrar o suministrar el vector a una célula del
sujeto, 0 a un sujeto en necesidad del mismo

en el que la proteina o el péptido paracrino comprende una proteina o un péptido de la Urocortina-2 (UCn-2), y el
vector es un virus adenoasociado (AAV).

La invencién también proporciona un vector que comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica una
proteina o un péptido de la urocortina 2 (UCn2) humana para su uso en el aumento de la funcion cardiaca en un
sujeto en necesidad del mismo

gue comprende proporcionar y administrar o suministrar el vector a una célula del sujeto, 0 a un sujeto en necesidad
del mismo

en el que el vector es un virus adenoasociado (AAV) AAV8 o AAV9.

En algunas realizaciones alternativas, la invencién proporciona composiciones para su uso en el suministro in vivo o
in situ y/o en la expresion in vivo, y la expresion controlada de, la Urocortina-2.

En algunas realizaciones alternativas, la invencidon proporciona composiciones para su uso en métodos para el
suministro y la expresion controlada de un &cido nucleico o de un gen de la Urocortina-2, o de un vehiculo de
expresion (por ejemplo, un vector, un virus recombinante, y similares) que comprende (que tiene contenido en el
mismo) un &cido nucleico o un gen de la Urocortina-2, lo que da como resultado la liberacién de la Urocortina-2 en el
torrente sanguineo o en la circulacion general, donde puede tener un efecto beneficioso sobre el cuerpo, por
ejemplo, tal como en el corazon en el caso del tratamiento de una enfermedad cardiovascular.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 660 492 T3

En algunas realizaciones alternativas, la invencidon proporciona vehiculos de expresion, vectores, virus
recombinantes y similares para la expresion in vivo de un acido nucleico o de un gen de codificacién paracrina que
comprende Urocortina-2 para su uso en los métodos de esta invencién. En algunas realizaciones alternativas, los
vehiculos de expresion, los vectores, los virus recombinantes y similares que expresan el acido nucleico o el gen de
codificacion paracrina pueden ser suministrados mediante una inyeccién intramuscular (IM), mediante una inyeccién
intravenosa (IV), mediante una inyeccion subcutanea, mediante inhalacion, mediante un sistema de suministro de
particulas biolistico (por ejemplo, el denominado "cafién de genes"), y similares, por ejemplo, como paciente externo,
por ejemplo, durante una visita a la consulta.

En algunas realizaciones alternativas, este modo de suministro "periférico”, por ejemplo, vehiculos de expresion,
vectores, virus recombinantes y similares, inyectados por via IM o IV, pueden sortear los problemas que se
encuentran cuando los genes o los acidos nucleicos se expresan directamente en el propio érgano (por ejemplo, el
corazoén, el pulmdn o el rifidn). La secrecion sostenida de la(s) proteina(s) paracrina(s) deseada(s) en el torrente
sanguineo o en la circulacion general también sortea las dificultades y el gasto de las proteinas administradas
mediante infusion, que puede ser particularmente problematico para muchas proteinas que muestran unas
semividas muy cortas en el cuerpo, como se resume en la Tabla 1, a continuacion:

Tabla 1. Infusién por via IV del péptido con respecto a la transferencia génica

Caracteristica Infusion por via IV Transferencia génica
Requiere hospitalizacion Muy a menudo No

Catéteres permanentes A menudo No

Riesgo de infeccion Alto No

Riesgo de trombosis Alto No

Gasto Alto Bajo

Facilidad de uso Baja Alta

"Movilidad" de la terapia Baja Alta
EficaciaenlaICC Si No ensayada

Regulacion de la dosis Rigurosa A través de la regulacion de la expresion

"Movilidad" se refiere a la facilidad de uso cuando se esta lejos de casa (de viaje, etc.);
Reg, regulada (el paciente ingiere un agente oral en una dosis que proporciona el nivel deseado de
expresion del transgen)

En algunas realizaciones alternativas, la invencion proporciona métodos que son capaces de activar y desactivar
facilmente y de forma eficaz la expresion del acido nucleico o del gen de la Urocortina-2 para unos tratamientos
personalizados y para asegurar una seguridad optima.

En algunas realizaciones alternativas, la proteina o proteinas paracrinas que comprenden la Urocortina-2 expresada
por el (los) acido(s) nucleico(s) o gen(es) de expresion paracrina tienen unos efectos beneficiosos o favorables (por
ejemplo, terapéuticos o profilacticos) en un tejido o un érgano, por ejemplo, el corazén, los vasos sanguineos, los
pulmones, los rifiones u otros objetivos, incluso cuando son secretados en la sangre o la circulacidon general a cierta
distancia (por ejemplo, anatdmicamente remota) de su sitio o sitios de accion.

En un ejemplo de realizacion de la invencion, se usa un &cido nucleico o un gen de expresion paracrina que codifica
la Urocortina-2.

En algunas realizaciones alternativas, la invencion proporciona aplicaciones y composiciones para su uso en
métodos, para un sistema de expresién regulada que proporciona la expresion controlada de la Urocortina-2 para el
tratamiento de una enfermedad cardiaca, por ejemplo, de la insuficiencia cardiaca congestiva (ICC).

Por ejemplo, en algunas realizaciones alternativas puede inyectarse un virus recombinante (por ejemplo, un virus a
largo plazo o un vector virico), o un vector, o un vector de expresion, y similares, por ejemplo, en una vena sistémica
(por ejemplo, por via IV), o mediante una inyeccién intramuscular (IM), mediante inhalacion o mediante un sistema
de suministro de particulas biolistico (por ejemplo, el denominado "cafién de genes"), por ejemplo, como un paciente
externo, por ejemplo, en la consulta de un médico. En algunas realizaciones alternativas, varios dias o semanas
después (por ejemplo, cuatro semanas después), al individuo, paciente o sujeto se le administra (por ejemplo,
inhala, se le inyecta o ingiere), un producto quimico o farmacéutico que induce la expresion de los acidos nucleicos o
los genes de expresion paracrina; por ejemplo, se administra un antibiético por via oral (por ejemplo, doxiciclina o
rapamicina) una vez al dia (o con mayor o menor frecuencia), lo que activara la expresion del gen. En algunas
realizaciones alternativas, después de la "activacion”, o de la induccién de la expresion (por ejemplo, mediante un
promotor inducible) del acido nucleico o del gen, se sintetiza una proteina paracrina y se libera en la circulacion del
sujeto (por ejemplo, en la sangre), y posteriormente tiene unos efectos fisiologicos favorables, por ejemplo,
terapéuticos o profilacticos, que benefician al individuo o paciente (por ejemplo, benefician a la funcion del corazon,
del rifién o del pulmdn), dependiendo de la proteina o proteinas paracrinas expresadas. Cuando el médico o el
sujeto desea interrumpir el tratamiento, el sujeto simplemente deja de tomar el producto quimico o farmacéutico de
activacion, por ejemplo, el antibi6tico.
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Los inventores han usado un vector AAV que codifica la Urocortina-2, y han administrado el vector a ratones usando
una administracion intravenosa. Los resultados mostraron: 1) un aumento de 17 veces en los niveles del transgen en
el suero 4-6 semanas después de la administracion intravenosa del vector; 2) unos pronunciados efectos favorables
sobre la funcién contractil cardiaca (la funcion sistélica); y 3) unos pronunciados efectos favorables sobre la funcién
de relajacion cardiaca (la funcion diastélica).

En algunas realizaciones alternativas, algunas aplicaciones de la presente invencion incluyen: el tratamiento de una
insuficiencia cardiaca grave, con una baja fraccién de eyeccion; el tratamiento de una insuficiencia cardiaca con la
fraccion de eyeccién conservada; la sustitucion de las actuales terapias que requieren hospitalizaciéon e infusiones
intravenosas sostenidas de péptidos vasoactivos para el tratamiento de una insuficiencia cardiaca.

Generacion y manipulacién de acidos nucleicos

En algunas realizaciones alternativas, para llevar a la practica los métodos de la invencion, la invencion proporciona
acidos nucleicos o genes aislados, sintéticos y/o recombinantes que codifican polipéptidos paracrinos que
comprenden la Urocortina-2. En algunas realizaciones alternativas, para llevar a la practica los métodos de la
invencion, la invencién proporciona acidos nucleicos o genes de expresion paracrina en forma recombinante en (por
ejemplo, ayustados en) un vehiculo de expresién para su expresion in vivo, por ejemplo, en un vector o en un virus
recombinante. Se divulgan acidos nucleicos aislados, sintéticos y/o recombinantes que codifican acidos nucleicos
inhibidores (por ejemplo, ARNip, microARN, antisentido, ribozima) que pueden inhibir la expresion de los genes o los
mensajes (los ARNm) que inhiben la expresion del gen paracrino deseado.

En algunas realizaciones alternativas, los acidos nucleicos de la invencion son elaborados, aislados y/o manipulados
mediante, por ejemplo, la clonacion y la expresién de colecciones de ADNCc, la amplificaciéon del mensaje o del ADN
gendémico mediante una PCR, y similares. Los acidos nucleicos y los genes usados para llevar a la practica esta
invencion, incluyendo ADN, ARN, ARNi, acido nucleico antisentido, ADNc, ADN gendmico, vectores, virus o los
hibridos de los mismos, pueden ser aislados a partir de diversas fuentes, disefiados genéticamente, amplificados y/o
expresados/generados recombinantemente. Los polipéptidos recombinantes (por ejemplo, las proteinas quiméricas
paracrinas usadas para llevar a la practica esta invencion) generadas a partir de estos acidos nucleicos pueden ser
aislados o clonados individualmente, y ensayados para evaluar una actividad deseada. Puede usarse cualquier
sistema de expresion recombinante o vehiculo de suministro de terapia génica, incluyendo, por ejemplo, sistemas de
expresion o vehiculos de expresion viricos (por ejemplo, construcciones o hibridos de AAV) bacterianos, flingicos,
de mamifero, de levadura, de insecto o vegetales.

Alternativamente, los acidos nucleicos usados para llevar a la practica esta invencién pueden ser sintetizados in vitro
mediante las técnicas de sintesis quimica bien conocidas, segun se describe, por ejemplo, en Adams (1983) J. Am.
Chem. Soc. 105: 661; en Belousov (1997) Nucleic Acids Res. 25: 3440-3444; en Frenkel (1995) Free Radic. Biol.
Med. 19: 373-380; en Blommers (1994) Biochemistry 33: 7886-7896; en Narang (1979) Meth. Enzymol. 68: 90; en
Brown (1979) Meth. Enzymol. 68: 109; en Beaucage (1981) Tetra. Lett. 22: 1859; en la Patente de EE.UU. n°
4.458.066.

Las técnicas para la manipulacion de los acidos nucleicos usados para llevar a la practica esta invencion, tales
como, por ejemplo, subclonacion, sondas de marcaje (por ejemplo, marcaje aleatorio con cebadores usando una
polimerasa Klenow, traslacion de mellas, amplificacion), secuenciacion, hibridacion y similares, estan bien descritas
en la bibliografia cientifica y patente, véase, por ejemplo, Sambrook, ed., MOLECULAR CLONING: A
LABORATORY MANUAL (22 ED.), Vols. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, (1989); CURRENT PROTOCOLS IN
MOLECULAR BIOLOGY, Ausubel, ed. John Wiley & Sons, Inc., Nueva York (1997); LABORATORY TECHNIQUES
IN BIOCHEIMSTRY AND MOLECULAR BIOLOGY: HYBRIDIZATION WITH NUCLEIC ACID PROBES, Parte |.
Theory and Nucleic Acid Preparation, Tijssen, ed. Elsevier, N.Y. (1993).

Otro medio Util para la obtencién y la manipulacion de los acidos nucleicos usados para llevar a la préactica los
métodos de la invencion es la clonacion a partir de muestras genémicas, y si se desea, el cribado y la reclonacion de
los insertos aislados o amplificados a partir de, por ejemplo, clones genémicos o de clones de ADNc. Las fuentes del
acido nucleico usado en los métodos de la invencién incluyen colecciones genémicas o de ADNc contenidas, por
ejemplo, en cromosomas artificiales de mamifero (MAC), véanse, por ejemplo, las Patente de EE.UU. n°® 5.721.118;
6.025.155; cromosomas artificiales humanos, véase, por ejemplo, Rosenfeld (1997) Nat. Genet. 15: 333-335;
cromosomas artificiales de levadura (YAC); cromosomas artificiales bacterianos (BAC); P1 cromosomas artificiales,
véase, por ejemplo, Woon (1998) Genomics 50: 306-316; vectores derivados de P1 (PAC), véase, por ejemplo, Kern
(1997) Biotechniques 23: 120-124; cosmidos, virus recombinantes, fagos o plasmidos.

En algunas realizaciones alternativas, para llevar a la practica los métodos de la invencion, se usan las proteinas de
fusion paracrinas que comprenden la Urocortina-2 y los acidos nucleicos que las codifican. Algunos polipéptidos
paracrinos, ademas de la Urocortina-2, incluyen una Urocortina-1, una Urocortina-3, un Péptido Natriurético
Cerebral, una Sintasa de Prostaciclina, una Hormona del Crecimiento, una proteina del Factor de Crecimiento
Insulinoide-1. En algunas realizaciones alternativas, la proteina paracrina puede estar fusionada con un péptido o
polipéptido heterologo, tal como un péptido para el direccionamiento del polipéptido a un tipo celular deseado, tal
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como los miocitos cardiacos o una célula pulmonar.

En algunas realizaciones alternativas, un péptido o un polipéptido heterélogo unido o fusionado a una proteina
usada para llevar a la practica esta invencion puede ser un péptido de identificacion N-terminal que imparte una
caracteristica deseada, tal como una deteccion fluorescente, un aumento en la estabilidad y/o una purificacién
simplificada. Los péptidos y los polipéptidos usados para llevar a la practica esta invenciéon también pueden ser
sintetizados y expresados en forma de proteinas de fusion con uno o mas dominios adicionales unidos a las mismas,
por ejemplo, para producir un péptido mas inmundgeno, para aislar mas facilmente un péptido sintetizado
recombinantemente, para identificar y aislar los anticuerpos y los linfocitos B que expresan los anticuerpos, y
similares. Algunos dominios que facilitan la deteccién y la purificacion incluyen, por ejemplo, péptidos quelantes de
metales tales como tramos de polihistidina y mdédulos de histidina-triptéfano que permiten la purificacién sobre
metales inmovilizados, dominios de proteina A que permiten la purificacién sobre una inmunoglobulina inmovilizada,
y el dominio utilizado en el sistema de purificacién por extension/afinidad FLAGS (Immunex Corp, Seattle WA). La
inclusién de una secuencia conectora escindible, tal como el Factor Xa o la enterocinasa (Invitrogen, San Diego CA)
entre un dominio de purificacién y el motivo que comprende el péptido o el polipéptido, para facilitar la purificacion.
Por ejemplo, un vector de expresion puede incluir una secuencia de acidos nucleicos que codifica un epitopo unida a
seis residuos de histidina, seguido de tiorredoxina y un sitio de escision de la enterocinasa (véase, por ejemplo,
Williams (1995) Biochemistry 34: 1787-1797; Dobeli (1998) Protein Expr. Purif. 12: 404-414). Los residuos de
histidina facilitan la deteccion y la purificacion, mientras que el sitio de escision de la enterocinasa proporciona un
medio para la purificacion del epitopo a partir del resto de la proteina de fusién. La tecnologia relativa a los vectores
que codifican proteinas de fusion y a la aplicacién de las proteinas de fusion esta bien descrita en la bibliografia
cientifica y patente, véase, por ejemplo, Kroll (1993) DNA Cell. Biol., 12: 441-53.

Los acidos nucleicos o las secuencias de acidos nucleicos usados para llevar a la practica esta invencion pueden
ser un oligonucleétido, un nucleétido, un polinucleétido o un fragmento de cualquiera de estos, desde un ADN o un
ARN de origen genémico o sintético que puede ser monocatenario o bicatenario y puede representar una hebra
sentido o antisentido, hasta un acido nucleico peptidico (PNA), o cualquier material similar al ADN o al ARN, de
origen natural o sintético. Algunos compuestos usados para llevar a la practica esta invencion incluyen "acidos
nucleicos" o "secuencias de acidos nucleicos" que incluyen un oligonucleétido, un nucleoétido, un polinucleétido o
cualquier fragmento de cualquiera de estos; e incluyen ADN o ARN (por ejemplo, ARNm, ARNr, ARNt, ARNi) de
origen genodmico o sintético que puede ser monocatenario o bicatenario; y puede ser una hebra sentido o
antisentido, o un acido nucleico peptidico (PNA), o cualquier material similar al ADN o al ARN, de origen natural o
sintético, incluyendo, por ejemplo, ARNi, ribonucleoproteinas (por ejemplo, por ejemplo, ARNi bicatenarios, por
ejemplo, RNPI). Algunos compuestos usados para llevar a la practica esta invencion incluyen acidos nucleicos, es
decir, oligonucleétidos, que contienen analogos conocidos de los nucleétidos naturales. Algunos compuestos usados
para llevar a la practica esta invencion incluyen estructuras similares a los &acidos nucleicos con esqueletos
sintéticos, véase, por ejemplo, Mata (1997) Toxicol. Appl. Pharmacol. 144: 189-197; Strauss-Soukup (1997)
Biochemistry 36: 8692-8698; Samstag (1996) Antisense Nucleic Acid Drug Dev 6: 153-156. Algunos compuestos
usados para llevar a la practica esta invencion incluyen "oligonucleétidos" que incluyen un polidesoxinucleétido
monocatenario o dos hebras complementarias de un polidesoxinucleétido que pueden ser sintetizadas
guimicamente. Algunos compuestos usados para llevar a la practica esta invencion incluyen oligonucleétidos
sintéticos que no tienen un fosfato en 5, y que por lo tanto no se uniran a otro oligonucleétido sin la adicién de un
fosfato con un ATP en presencia de una cinasa. Un oligonucleétido sintético puede unirse a un fragmento que no ha
sido desfosforilado.

En algunos aspectos alternativos, los compuestos usados para llevar a la practica esta invencién incluyen genes o
cualquier segmento de ADN implicado en la produccion de una Urocortina-2; pueden incluirse las regiones que
preceden y que siguen a la region codificante (lider y trailer) asi como, cuando sea aplicable, las secuencias
intervinientes (intrones) entre los segmentos codificantes individuales (exones). "Unido operativamente" puede
referirse a una relacion funcional entre dos o mas segmentos de un acido nucleico (por ejemplo, un ADN). En
algunos aspectos alternativos, puede referirse a una relacion funcional entre la secuencia reguladora de la
transcripcion y una secuencia transcrita. Por ejemplo, un promotor puede estar unido operativamente a una
secuencia codificante, tal como un &cido nucleico usado para llevar a la practica esta invencién, si estimula o0 modula
la transcripcion de la secuencia codificante en una célula hospedadora apropiada o en otro sistema de expresion. En
algunos aspectos alternativos, las secuencias reguladoras de la transcripcion del promotor pueden estar unidas
operativamente a una secuencia transcrita, donde pueden estar fisicamente contiguas a la secuencia transcrita, es
decir, pueden ser de actuacién en cis. En algunos aspectos alternativos, no es necesario que las secuencias
reguladoras de la transcripcion, tales como los potenciadores, estén fisicamente contiguas o ubicadas en estrecha
proximidad de las secuencias codificantes cuya transcripcion van a potenciar.

En algunos aspectos alternativos, la invencion comprende el uso de "casetes de expresién" que comprenden las
secuencias de nucleétido usadas para llevar a la practica esta invencién, que pueden ser capaces de afectar a la
expresion del acido nucleico, por ejemplo, un gen estructural o un transcrito (por ejemplo, que codifica una proteina
de Urocortina-2) en un hospedador compatible con dichas secuencias. Algunos casetes de expresion pueden incluir
al menos un promotor unido operativamente a la secuencia del polipéptido codificante o0 a la secuencia inhibidora; y,
en un aspecto, con otras secuencias, por ejemplo, sefiales de terminacion de la transcripcion. También pueden
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usarse algunos factores adicionales necesarios o Utiles para efectuar la expresion, por ejemplo, potenciadores.

En algunos aspectos alternativos, algunos casetes de expresion usados para llevar a la practica esta invencion
también incluyen plasmidos, vectores de expresion, virus recombinantes, cualquier forma de vector recombinante de
"ADN desnudo", y similares. En algunos aspectos alternativos, un "vector" usado para llevar a la practica esta
invencion puede comprender un acido nucleico que puede infectar, transfectar, transducir de forma temporal o
permanente una célula. En algunos aspectos alternativos, un vector usado para llevar a la practica esta invencion
puede ser un acido nucleico desnudo o un acido nucleico complejado con una proteina o con un lipido. En algunos
aspectos alternativos, los vectores usados para llevar a la practica esta invenciéon pueden comprender acidos
nucleicos y/o proteinas y/o membranas, viricos o bacterianos (por ejemplo, una membrana celular, una cubierta
lipidica virica, etc.). En algunos aspectos alternativos, los vectores usados para llevar a la practica esta invencion
pueden incluir, pero no se limitan a, replicones (por ejemplo, replicones de ARN, bacteriéfagos) a los que pueden
unirse fragmentos de ADN y ser replicados. Algunos vectores incluyen, por lo tanto, pero no se limitan a, ARN, ADN
0 ARN circular o lineal, auténomos autorreplicantes (por ejemplo, plasmidos, virus y similares, véase, por ejemplo, la
Patente de EE.UU. n° 5.217.879), y pueden incluir plasmidos tanto de expresion como de no expresién. En algunos
aspectos alternativos, el vector usado para llevar a la practica esta invencion puede ser replicado de forma estable
por las células durante la mitosis como una estructura auténoma, o puede ser incorporado en el genoma del
hospedador.

En algunos aspectos alternativos, los "promotores” usados para llevar a la practica esta invencion incluyen todas las
secuencias capaces de guiar la transcripcion de una secuencia codificante en una célula, por ejemplo, una célula de
mamifero tal como una célula cardiaca, pulmonar, muscular, nerviosa o cerebral. Por lo tanto, los promotores usados
en las construcciones de la invencion incluyen elementos de control de la transcripcién de actuacién en cis, y las
secuencias reguladoras que estan implicadas en la regulacion o en la modulaciéon de la cronologia y/o de la
velocidad de la transcripcion de un gen. Por ejemplo, un promotor usado para llevar a la practica esta invencion
puede ser un elemento de control de la transcripcién de actuacion en cis, incluyendo un potenciador, un promotor,
un terminador de la transcripcion, un origen de replicacion, una secuencia de integracion cromosomica, las regiones
no traducidas en 5’ y en 3’ 0 una secuencia intrénica, que estan implicadas en la regulacion de la transcripcion.
Estas secuencias de actuacion en cis normalmente interactdan con las proteinas o con otras biomoléculas para
llevar a cabo (activar/desactivar, regular, modular, etc.) la transcripcion.

En algunas realizaciones alternativas, los promotores "constitutivos" usados para llevar a la practica esta invencion
pueden ser aquellos que dirigen la expresion de forma continua en la mayoria de las condiciones ambientales y
estados de desarrollo o de diferenciacion de la célula. En algunas realizaciones alternativas, los promotores
"inducibles” o "regulables" usados para llevar a la practica esta invencion pueden dirigir la expresion del acido
nucleico de la invencion bajo la influencia de las condiciones ambientales, de los agentes quimicos administrados o
de las condiciones de desarrollo.

Terapia génica y vehiculos de administraciéon de genes

En algunas realizaciones alternativas, los métodos de la invencion comprenden el uso de sistemas de suministro de
un acido nucleico (por ejemplo, de un gen o de un polipéptido que codifica un acido nucleico) para suministrar una
carga de un acido nucleico o un gen que codifica la Urocortina-2, o un acido nucleico que expresa un polipéptido de
la Urocortina-2, un transcrito 0 un mensaje, a una célula o células in vitro, ex vivo o in vivo, por ejemplo, como
vehiculos de suministro de la terapia génica.

En algunas realizaciones alternativas, el vehiculo de expresion, el vector, el virus recombinante o los equivalentes
usados para llevar a la practica métodos de la invencién son o comprenden: un virus adenoasociado (AAV), un
vector lentivirico o un vector adenovirico; un serotipo del AAV AAV5, AAV6, AAV8 o AAVY; un AAV derivado de
rhesus, o el AAV derivado de rhesus AAVrh.10hCLN2; un AAV organotrépico o un AAV cardiotrépico, o un AAVM41
mutante cardiotrépico; y/o un mutante de la capside del AAV o un serotipo hibrido del AAV. En algunas realizaciones
alternativas, el AAV esta disefiado para aumentar la eficacia en su direccionamiento a un tipo celular especifico que
no es permisivo con un tipo natural (wt) de AAV y/o para mejorar la eficacia al infectar inicamente un tipo celular de
interés. En algunas realizaciones alternativas, el AAV hibrido es redirigido o disefiado como un serotipo hibrido
mediante una o mas modificaciones que comprenden: 1) una transcapsidacion, 2) la adsorcién de un anticuerpo
biespecifico a la superficie de la capside, 3) el disefio de la capside del mosaico, y/o 4) el disefio de una capside
quimérica. En la materia se conoce bien como disefiar una céapside de un virus adenoasociado (AAV) con objeto de
aumentar la eficacia en su direccionamiento a un tipo celular especifico que no es permisivo con el virus natural (wt)
y para mejorar la eficacia al infectar Unicamente un tipo celular de interés; véase, por ejemplo, Wu et al., Mol. Ther.
Septiembre de 2006; 14 (3): 316-27. Publicacion electronica del 7 de julio de 2006; Choi, et al., Curr. Gene Ther.
Junio de 2005; 5 (3): 299-310.

Por ejemplo, puede usarse el AAV derivado de rhesus AAVrh.10hCLN2 o equivalentes del mismo, en el que el AAV
derivado de rhesus puede no ser inhibido por una inmunidad preexistente en un ser humano; véase, por ejemplo,
Sondhi, et al., Hum Gene Ther. Methods. Octubre de 2012; 23 (5): 324-35, Publicacion electronica del 6 de
noviembre de 2012; Sondhi, et al., Hum Gene Ther. Methods. 17 de octubre de 2012; ensefian que la administracion
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directa del AAVrh.10hCLN2 en el SNC de ratas y de primates no humanos a unas dosis escalables a seres humanos
tiene un perfil de seguridad aceptable y media en una expresion de la carga significativa en el SNC.

También pueden usarse, por ejemplo, vectores AAV disefiados especificamente para la transferencia génica
cardiaca (un AAV cardiotropico), por ejemplo, el mutante AAVM41 que tiene una eficacia de transduccién mejorada
y una especificidad para el miocardio, véase, por ejemplo, Yang, et al. Virol J. 11 de febrero de 2013; 10 (1): 50.

Debido a que los virus adenoasociados (AAV) son unos agentes infecciosos habituales en los primates, y como
tales, los primates sanos portan un gran conjunto de anticuerpos neutralizantes especificos para los AAV (NAb) que
inhiben las estrategias terapéuticas de transferencia génica mediada por el AAV, los métodos de la invencion
comprenden el cribado de los pacientes candidatos para evaluar los NAb especificos del AAV antes del tratamiento,
especialmente con el componente de la capside del AAV8 usado frecuentemente, para facilitar el disefio
individualizado del tratamiento y mejorar la eficacia terapéutica; véase, por ejemplo, Sun, et al., J. Immunol.
Methods. 31 de enero de 2013; 387 (1-2): 114-20, Publicacién electronica del 11 de octubre de 2012.

Kits e instrucciones

Se divulgan kits que comprenden composiciones y métodos que incluyen instrucciones para el uso de los mismos.
Como tales, también pueden proporcionarse kits, células, vehiculos de expresion (por ejemplo, virus recombinantes,
vectores) y similares.

Por ejemplo, los kits que comprenden las composiciones segun se divulgan, por ejemplo, comprenden un péptido o
un polipéptido de la urocortina-2 (UCn-2); o un acido nucleico de codificacion paracrina, (b) una formulacién liquida o
acuosa de la invencion, o (c) una vesicula, un liposoma, una nanoparticula o una particula nanolipidica. En un
aspecto, el kit comprende adicionalmente instrucciones para llevar a la practica los métodos, por ejemplo, los
métodos in vitro o ex vivo, para aumentar el nivel paracrino deseado en el torrente sanguineo, o para proteger una
célula, por ejemplo, una célula cardiaca o pulmonar; o para el tratamiento, la prevencion o la mejora de la diabetes o
de la prediabetes.

Formulaciones

En algunas realizaciones alternativas, la invencién proporciona composiciones y métodos para su uso en el aumento
de los niveles de la Urocortina-2 in vivo. En algunas realizaciones alternativas, estas composiciones comprenden
acidos nucleicos que codifican la Urocortina-2 formulados para estos fines, por ejemplo, vehiculos de expresién o
acidos nucleicos que codifican la Urocortina-2 formulados en un tampdn, en una solucion salina, en un polvo, en una
emulsion, en una vesicula, en un liposoma, en una nanoparticula, en una nanolipoparticula y similares.

En algunas realizaciones alternativas, la invencién proporciona vectores que comprenden péptidos o polipéptidos de
la urocortina-2 (UCn-2), o acidos nucleicos que codifican la UCn-2, para su uso para tratar, mejorar o prevenir la
insuficiencia cardiaca congestiva, o para su uso para aumentar la funcién cardiaca en un sujeto en necesidad de los
mismos.

En algunas realizaciones alternativas, las composiciones (incluyendo las formulaciones de péptidos o polipéptidos
de la urocortina-2 (UCn-2), o los acidos nucleicos de codificacién paracrina (por ejemplo, que codifican la UCn-2),
pueden ser formulados de cualquier forma y pueden ser aplicados en una diversidad de concentraciones y formas
dependiendo de las condiciones deseadas in vitro, in vivo 0 ex vivo, incluyendo un método de administracion
deseado in vivo 0 ex vivo y similares. Los detalles sobre las técnicas para las formulaciones y las administraciones in
vitro, in vivo o ex vivo estan bien descritos en la bibliografia cientifica de patentes.

Las formulaciones y/o los portadores de los acidos nucleicos de codificacion paracrina, o los péptidos o polipéptidos
de la urocortina-2 (UCn-2), usados para llevar a la practica esta invenciéon son bien conocidos en la materia. Las
formulaciones y/o los portadores usados para llevar a la practica esta invencion pueden estar en formas tales como
comprimidos, pildoras, polvos, capsulas, liquidos, geles, jarabes, suspensiones, etc., adecuados para aplicaciones in
vivo 0 ex vivo.

En algunas realizaciones alternativas, los acidos nucleicos de codificacion paracrina, o los péptidos o polipéptidos de
la urocortina-2 (UCn-2), usados para llevar a la practica esta invencién, pueden estar en una mezcla con soluciones
acuosas y/o tampoén, o en forma de una suspension acuosa y/o tamponada que incluye, por ejemplo, un agente
suspensor, tal como carboximetil celulosa de sodio, metil celulosa, hidroxipropilmetil celulosa, alginato de sodio,
polivinilpirrolidona, goma de tragacanto y goma de acacia, y agentes dispersantes o humectantes tales como un
fosfatido natural (por ejemplo, lecitina), un producto de la condensacién de un oxido de alquileno con un acido graso
(por ejemplo, estearato de polioxietileno), un producto de la condensacion de un 6xido de alquileno con un alcohol
alifatico de cadena larga (por ejemplo, heptadecaetilen oxicetanol), un producto de la condensacién de un oxido de
alquileno con un éster parcial derivado de un acido graso y un hexitol (por ejemplo, monooleato de polioxietilen
sorbitol) o un producto de la condensacion de un éxido de alquileno con un éster parcial derivado de un &cido graso
y un anhidrido de hexitol (por ejemplo, monooleato de polioxietilen sorbitano). La suspension acuosa también puede
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contener uno 0 mas conservantes tales como p-hidroxibenzoato de etilo o de n-propilo. Puede ajustarse la
osmolaridad de las formulaciones, por ejemplo, mediante el uso de un tampén apropiado.

En la practica de esta invencion, los compuestos (por ejemplo, las formulaciones) de la invencion pueden
comprender una solucién de acidos nucleicos o de genes de codificacion paracrina, o de los péptidos o polipéptidos
de la urocortina-2 (UCn-2), disueltos en un portador farmacéuticamente aceptable, por ejemplo, algunos vehiculos y
disolventes aceptables que pueden ser empleados incluyen agua y solucion de Ringer, un cloruro de sodio isoténico.
Ademas, pueden emplearse aceites fijos estériles como disolvente o medio de suspension. Con este fin puede
emplearse cualquier aceite fijo estéril, incluyendo mono- o diglicéridos sintéticos, o0 acidos grasos tales como el acido
oleico. En una realizacion, las soluciones y las formulaciones usadas para llevar a la practica la invencion son
estériles y pueden ser elaboradas para que estén generalmente exentas de sustancias indeseables. En una
realizacion, estas soluciones y formulaciones son esterilizadas mediante las técnicas de esterilizacion
convencionales bien conocidas.

Las soluciones y las formulaciones usadas para llevar a la practica la invencién pueden comprender sustancias
auxiliares segun se necesite para aproximarse a las condiciones fisioldgicas, tales como agentes de ajuste del pH 'y
agentes tamponantes, agentes de ajuste de la toxicidad, por ejemplo, acetato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de
potasio, cloruro de calcio, lactato de sodio y similares. La concentracion del agente activo (por ejemplo, de los acidos
nucleicos o de los genes de codificacion paracrina) en estas formulaciones puede variar ampliamente, y puede ser
seleccionada basédndose fundamentalmente en los volimenes de fluido, las viscosidades y similares, segun el modo
de administracion en particular in vivo o ex vivo seleccionado y los resultados deseados, por ejemplo, para aumentar
la expresion paracrina in vivo.

Las soluciones y las formulaciones usadas para llevar a la practica la invencion pueden ser liofilizadas; por ejemplo,
la invencion proporciona una formulacion liofilizada estable que comprende &cidos nucleicos o genes de codificacion
paracrina, o los péptidos o polipéptidos de la urocortina-2 (UCn-2). En un aspecto, esta formulacion se elabora
mediante la liofilizacion de una solucién que comprende un &cido nucleico o un gen de codificacion paracrina, o los
péptidos o polipéptidos de la urocortina-2 (UCn-2), y un agente de volumen, por ejemplo, manitol, trehalosa, rafinosa
y sacarosa o mezclas de los mismos. Un proceso para la preparacion de una formulacion liofilizada estable puede
incluir la liofilizacion de una solucion de aproximadamente 2,5 mg/ml de proteina, aproximadamente 15 mg/ml de
sacarosa, aproximadamente 19 mg/ml de NaCl, y un tampon de citrato de sodio que tiene un pH mayor de 5,5 pero
menor de 6,5. Véase, por ejemplo, la Solicitud de Patente de EE.UU. n°® 20040028670.

Las composiciones y las formulaciones de la invencién pueden ser suministradas mediante el uso de liposomas
(véase también el siguiente analisis). Mediante el uso de liposomas, particularmente cuando la superficie del
liposoma porta ligandos especificos para las células objetivo, o estdn de otro modo dirigidos preferentemente a un
tipo de 6rgano o tejido especifico, se puede enfocar el suministro del agente activo en las células objetivo en una
aplicacion in vivo o ex vivo.

Nanoparticulas, nanolipoparticulas y liposomas

La invencion también proporciona nanoparticulas, nanolipoparticulas, vesiculas y membranas liposomales que
comprenden los compuestos (por ejemplo, los acidos nucleicos o los genes de codificacién paracrina, o los péptidos
0 polipéptidos de la urocortina-2 (UCn-2)) usados para llevar a la practica los métodos de esta invencion, por
ejemplo, para suministrar los acidos nucleicos o los genes de codificacion paracrina, o los péptidos o polipéptidos de
la urocortina-2 (UCn-2), a un individuo, a un paciente o a células de mamifero in vivo o ex vivo. En algunas
realizaciones alternativas, estas composiciones estan disefiadas para dirigirse a moléculas especificas, incluyendo
moléculas biolégicas tales como polipéptidos, incluyendo los polipéptidos de la superficie celular, por ejemplo, para
un direccionamiento a un tipo celular deseado, por ejemplo, una célula cardiaca, una célula renal, una célula
pulmonar, una célula nerviosa de mamifero y similares.

La invencion proporciona liposomas multicapa que comprenden los compuestos usados para llevar a la practica esta
invencion, por ejemplo, segun se describe en Park, et al., Publicacién de Patente de EE.UU. n°® 20070082042. Los
liposomas multicapa pueden ser preparados usando una mezcla de componentes en fase oleosa que comprende
escualano, esteroles, ceramidas, lipidos o aceites neutros, acidos grasos y lecitinas, de entre aproximadamente 200
y 5000 nm de tamafio de particula, por ejemplo, para atrapar un acido nucleico o un gen de codificaciéon paracrina.

Los liposomas pueden elaborarse usando cualquier método, por ejemplo, segun se describe en Park, et al,
Publicacion de Patente de EE.UU. n® 20070042031, incluyendo un método de produccion de un liposoma mediante
la encapsulacion de un agente activo (por ejemplo, los acidos nucleicos o los genes de codificacién paracrina, o los
péptidos o polipéptidos de la urocortina-2 (UCn-2)), comprendiendo el método proporcionar una solucién acuosa en
un primer reservorio; proporcionar una solucion lipidica organica en un segundo reservorio, y después mezclar la
solucién acuosa con la solucién lipidica organica en una primera region de mezcla para producir una soluciéon de
liposomas, en la que la solucién liquida organica se mezcla con la solucion acuosa para producir sustancialmente
instantaneamente un liposoma que encapsula el agente activo; y mezclar inmediatamente después la solucion de
liposomas con una soluciéon tampodn para producir una solucioén diluida de liposomas.
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En una realizacion, las composiciones de liposomas usadas para llevar a la practica esta invencién comprende un
amonio sustituido y/o polianiones, por ejemplo, para el suministro dirigido de un compuesto (por ejemplo, de los
acidos nucleicos o los genes de codificacion paracrina) usados para llevar a la practica esta invencion a un tipo
celular deseado, segun se describe, por ejemplo, en la Publicacion de Patente de EE.UU. n® 20070110798.

La invencién también proporciona nanoparticulas que comprenden los compuestos (por ejemplo, los acidos
nucleicos o los genes de codificacion paracrina, o los péptidos o polipéptidos de la urocortina-2 (UCn-2)) usados
para llevar a la practica esta invencién en forma de nanoparticulas que contienen un agente activo (por ejemplo, una
nanoparticula secundaria), segun se describe, por ejemplo, en la Publicacién de Patente de EE.UU. n°
20070077286. En una realizacion, la invencion proporciona nanoparticulas que comprenden un agente activo
liposoluble de esta invencion o un agente activo hidrosoluble liposolubilizado para que actie con una sal metélica
bivalente o trivalente.

En una realizacién, pueden usarse suspensiones lipidicas soélidas para formular y suministrar los acidos nucleicos o
los genes de codificacion paracrina, o los péptidos o polipéptidos de la urocortina-2 (UCn-2), usados para llevar a la
practica la invencién a un paciente, a un individuo o a una célula de mamifero in vivo o ex vivo, segin se describe,
por ejemplo, en la Publicacion de Patente de EE.UU. n® 20050136121.

Vehiculos de suministro

En algunas realizaciones alternativas, puede usarse cualquier vehiculo de suministro para llevar a la practica los
métodos o las composiciones de esta invencion, por ejemplo, para suministrar los acidos nucleicos o los genes de
codificacién paracrina, o los péptidos o polipéptidos de la urocortina-2 (UCn-2), para llevar a la practica los métodos
de la invencion in vivo o ex vivo. Por ejemplo, pueden usarse vehiculos de suministro que comprenden policationes,
polimeros catidnicos y/o péptidos catidnicos, tales como derivados de polietilenoimina, por ejemplo, segin se
describe, por ejemplo, en la Publicacion de Patente de EE.UU. n°® 20060083737.

En una realizacién, se usa un complejo seco de polipéptido-tensioactivo para formular una composiciéon de la
invencion, en el que un tensioactivo esta asociado con un acido nucleico a través de un enlace no covalente, por
ejemplo, segun se describe, por ejemplo, en la Publicacion de Patente de EE.UU. n® 20040151766.

En una realizacion, puede aplicarse un acido nucleico o un polipéptido usado para llevar a la practica esta invencion
a células en forma de hidrogeles poliméricos o de copolimeros solubles en agua, por ejemplo, segun se describe en
la Patente de EE.UU. n° 7.413.739; por ejemplo, puede polimerizarse un acido nucleico o una proteina a través de
una reaccién entre un nucledfilo fuerte y un enlace insaturado conjugado o un grupo insaturado conjugado, mediante
una adicién nucleofilica, en la que cada componente precursor comprende al menos dos nucledfilos fuertes o al
menos dos enlaces insaturados conjugados o grupos insaturados conjugados.

En una realizacién, se aplica un &cido nucleico o una proteina a las células usando vehiculos con conjugados
peptidicos que atraviesan la membrana celular, por ejemplo, segin se describe en las Patentes de EE.UU. n°
7.306.783; 6.589.503. En un aspecto, el propio &cido nucleico esta conjugado con un péptido que atraviesa la
membrana celular. En una realizacion, un &cido nucleico, una proteina y/o el vehiculo de suministro se conjugan con
un péptido mediador del transporte, por ejemplo, segun se describe en la Patente de EE.UU. n°® 5.846.743, que
describe péptidos mediadores del transporte que son muy béasicos y se unen a los polifosfoinositidos.

En una realizacién, se usa una electropermeabilizacion como medio primario o adjunto para suministrar acidos
nucleicos o genes de codificacién paracrina a una célula, por ejemplo, usando cualquier sistema de electroporacion
segun se describe, por ejemplo, en las Patentes de EE.UU. n° 7.109.034; 6.261.815; 5.874.268.

Productos de fabricacién, implantes y érganos artificiales

La invencion también proporciona productos de fabricacién que comprenden las células de la invencién (por
ejemplo, células modificadas para que expresen proteinas paracrinas, o los péptidos o polipéptidos de la urocortina-
2 (UCn-2), para su uso en los métodos de la invencién), y el uso de las células elaboradas mediante los métodos de
esta invencion, incluyendo, por ejemplo, implantes y érganos artificiales, sistemas de biorreactores, sistemas de
cultivo celulares, placas, platos, tubos, frascos y matraces que comprenden las células modificadas para que
expresen proteinas paracrinas para llevar a la practica los métodos de la invencion. Puede usarse cualquier
implante, érgano artificial, sistema de biorreactor, sistema de cultivo celular, placa de cultivo celular, plato (por
ejemplo, una placa de Petri), tubo de cultivo celular y/o matraz de cultivo celular (por ejemplo, un frasco rotatorio)
para llevar a la practica esta invencion.

En algunas realizaciones alternativas, la invencién proporciona un biorreactor, un implante, una endoprotesis
vascular, un érgano artificial o un dispositivo similar que comprende las células modificadas para que expresen
proteinas paracrinas para llevar a la practica los métodos de la invencion; por ejemplo, incluyendo los implantes
segun se describen en las USPN 7.388.042; 7.381.418; 7.379.765; 7.361.332; 7.351.423; 6.886.568; 5.270.192; y en
las Publicaciones de Solicitud de Patente de EE.UU. n° 20040127987; 20080119909 (que describe implantes
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auriculares); 20080118549 (que describe implantes oculares); 20080020015 (que describe un apdsito para heridas
bioactivo); 20070254005 (que describe bioprétesis de valvulas cardiacas, injertos vasculares, implantes de menisco);
20070059335; 20060128015 (que describe implantes de higado).

Implante de células in vivo

En algunas realizaciones alternativas, la invencion también comprende el implante o el injerto de las células, por
ejemplo, de células cardiacas, que comprenden o que expresan los acidos nucleicos o los genes de codificacion
paracrina, o los péptidos o polipéptidos de la urocortina-2 (UCn-2), para su uso en la invencion; y en un aspecto, la
invencion comprende el implante o el injerto de los acidos nucleicos o los genes de codificacién paracrina (o de las
células que los expresan), o de los péptidos o polipéptidos de la urocortina-2 (UCn-2), en un vaso, un tejido o un
drgano ex vivo o in vivo, o el implante o el injerto de la célula diferenciada reprogramada en un individuo en
necesidad de la misma.

Las células pueden ser extraidas de un individuo, tratarse usando las composiciones y/o los métodos de esta
invencion, y reinsertarse (por ejemplo, inyectarse o injertarse) en un tejido, un 6rgano o en el individuo, usando
cualquier técnica o protocolo conocido. Por ejemplo, pueden reimplantarse células reprogramadas desdiferenciadas,
0 células reprogramadas diferenciadas, (por ejemplo, inyectarse o injertarse) usando microesferas, por ejemplo,
segun se describe en la Patente de EE.UU. n° 7.442.389; por ejemplo, en un aspecto, la célula portadora comprende
un agente de volumen que comprende microparticulas de polimetilmetacrilato redondas y lisas precargadas en un
sistema de mezcla y suministro, y un portador autélogo que comprende estas células. En otra realizacion, las células
son readministradas a un tejido, un érgano y/o un individuo en necesidad de las mismas en una matriz reticulada
biocompatible, segin se describe, por ejemplo, en la Publicacion de Solicitud de Patente de EE.UU. n°
20050027070.

En otra realizacion, las células para su uso en la invencion (por ejemplo, las células elaboradas llevando a la préactica
los métodos de esta invencion) son readministradas (por ejemplo, inyectadas o injertadas) en un tejido, un érgano o
un individuo en necesidad de las mismas con, o protegidas por, un recubrimiento no inmunogénico biocompatible,
por ejemplo, como en la superficie de un implante sintético, por ejemplo, segun se describe en la Patente de EE.UU.
n® 6.969.400, que describe, por ejemplo, un protocolo en el que puede conjugarse un AC incompetente para el
AMPc con un polietilenglicol que ha sido modificado para contener multiples grupos nucleofilicos, tales como un
grupo amino primario o un tiol.

En una realizacion, las células para su uso en la invencion (por ejemplo, las células elaboradas llevando a la practica
los métodos de esta invencion) son readministradas (por ejemplo, inyectadas o injertadas) en un tejido, un érgano
y/o un individuo en necesidad de las mismas usando los métodos de injerto segun se describen, por ejemplo, en las
Patentes de EE.UU. n°® 7.442.390; 5.733.542.

Puede usarse cualquier método para el suministro de polipéptidos, de acidos nucleicos y/o de células a un tejido o
un érgano (por ejemplo, un pulmon, un rifién, un corazoén), y estos protocolos son bien conocidos en la materia, por
ejemplo, segun se describe en la Patente de EE.UU. n° (USPN) 7.514.401, que describe por ejemplo, el uso de
polipéptidos, acidos nucleicos y/o células intracoronarios (IC), intravenosos (IV) y/o de suministro local (inyeccion en
el miocardio) en un corazén in situ. Por ejemplo, en algunas realizaciones alternativas, pueden usarse particulas
farmacoldgicas en aerosol en los pulmones y en el torrente sanguineo, una terapia génica, infusiones continuas,
inyecciones repetidas y/o polimeros de liberacion sostenida para el suministro de los polipéptidos, los acidos
nucleicos y/o las células a un tejido o un 6rgano (por ejemplo, un pulmén, un rifién, un corazén). En algunas
realizaciones alternativas, los acidos nucleicos y/o las células pueden proporcionarse a través de un catéter en las
arterias coronarias, o mediante una inyeccion directa en la auricula izquierda o en el miocardio ventricular a través
de una toracotomia limitada; o suministrarse en el miocardio a través de un catéter colocado durante una
cateterizacion cardiaca; o suministrados en el espacio pericardico.

En algunas realizaciones alternativas, los acidos nucleicos o las proteinas para su uso en esta invencion, o un vector
gue comprende un acido nucleico para su uso en la invencion (por ejemplo, un AAV, o un vector adenovirico para
terapia génica), o una vesicula, un liposoma, una nanoparticula o una particula nanolipidica (NLP) de la invencién, y
similares, pueden ser administrados a un tejido o a un érgano (por ejemplo, un pulmdn, un rifién, un corazon); por
ejemplo, segun se describe en el documento USPN 7.501.486, por ejemplo, los polipéptidos de la invencion que
comprenden una secuencia de aminoacidos CRPPR (SEQ ID NO: 1), la secuencia de aminoacidos CARPAR (SEQ
ID NO: 2) o un peptidomimético de las mismas, o la secuencia de aminoacidos CPKRPR (SEQ ID NO: 3) o un
peptidomimético de la misma.

Las composiciones usadas para llevar a la practica esta invencion pueden usarse junto con otros agentes
terapéuticos, por ejemplo, agentes angiogénicos, agentes antitromboticos, agentes antinflamatorios, agentes
inmunosupresores, agentes antiarritmicos, agentes inhibidores del factor de necrosis tumoral, agentes inhibidores de
la endotelina, agentes inhibidores de la enzima conversora de la angiotensina, agentes antagonistas del calcio,
agentes antibiéticos, agentes antiviricos y vectores viricos.
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Las composiciones usadas para llevar a la practica esta invencién pueden usarse para mejorar o tratar cualquiera de
una diversidad de cardiopatias y enfermedades cardiovasculares, por ejemplo, cardiopatias y enfermedades
cardiovasculares, por ejemplo, enfermedad arterial coronaria (CAD); aterosclerosis; trombosis; reestenosis;
vasculitis, incluyendo la autoinmune y la vasculitis virica, tal como la poliarteritis nodosa, el sindrome de Churg-
Strass, la arteritis de Takayasu, la enfermedad de Kawasaki y la vasculitis por Rickettsias; aneurismas
ateroscler6ticos; hipertrofia miocardica; enfermedades cardiacas congénitas (CHD); insuficiencia cardiaca isquémica
y anginas; enfermedades valvulares/endocardiacas adquiridas; enfermedades miocardicas primarias, incluyendo
miocarditis; arritmias; y rechazos de trasplantes; enfermedades miocardicas metabdlicas y miocardiomiopatias tales
como cardiomiopatias congestivas, hipertréficas y restrictivas, y/o trasplantes de corazén.

La invencion se describira mas adicionalmente con referencia los siguientes ejemplos.
Ejemplos

EJEMPLO 1: el suministro intravenoso de un AAV9 gue codifica la urocortina-2 aumenta la funcién cardiaca en
ratones normales

Este ejemplo demuestra la eficacia de un ejemplo de una realizacion de la invencion: la administracién intravenosa
de AAV9/urocortina-2 (o AAV9/UCn2) proporciona un aumento sostenido de la UCn2 en el suero y la funcién
contractil del VI, lo que indica la eficacia de este ejemplo de realizacién de la invencién para el tratamiento de la
insuficiencia cardiaca.

En este estudio hemos desarrollado y ensayado la eficacia relativa de los dos serotipos de virus adenoasociados
(AAV) (AAVS5 y AAV9) que cadifican la urocortina-2 (UCn-2), que es un péptido vasoactivo de la familia del factor de
liberacion de la corticotropina, que tienen unos efectos beneficiosos proteicos en animales y en los pacientes con
una insuficiencia cardiaca. EI AAV5.Ucn-2 y el AAV9.Ucn-2 (5 x 10™ copias del genoma, cg) fueron suministrados
mediante una inyeccioén intravenosa (IV). Cuatro semanas después de la transferencia génica, el ADN del AAV
(PCRq) estaba elevado en el higado (AAV5.UCn2: 2.601.839 copias/pg; AAV9.UCn2: 30.121.663 copias/ug) y en el
corazén (AAV5: 87.635 cg/ug; AAV9: 300.529 copias/ug; y el ARNm estaba elevado de forma similar en
comparacioén con la UCn2 endégena (AAV5.Ucn- 2: 68 + xx veces; AAV9.Ucn-2: 8.575).

Las muestras del ventriculo izquierdo mostraron una elevacion del ARNm de la Ucn2 Unicamente con el
AAV9.UCn2, que estaba aumentado 28 veces con respecto al ARNm endégeno. La Ucn-2 plasmatica habia
aumentado (AAV5.UCn2: desde 2,7 ng/ml pre hasta 3,6 ng/ml, p < 0,0001; AAV9.UCn2. Finalmente, asociado con el
aumento de los niveles de la UCn2 en el suero, habia un aumento en la funcion contractil del VI.

EJEMPLO 2: transferencia génica para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares

Este ejemplo demuestra la eficacia de un ejemplo de una realizacion de la invencién en la obtencion de un elevado
rendimiento en la expresion del transgen en el corazén de una forma que puede ser aplicada facilmente y con
seguridad.

En algunas realizaciones alternativas, la invencion proporciona métodos que usan vehiculos de expresion, por
ejemplo, vectores, que codifican un transgen de tipo paracrino. En esta realizacion, el transgen actia como una
hormona, con efectos cardiacos después de ser liberado en la circulacion desde un punto distante. En algunas
realizaciones alternativas, esta metodologia puede sortear el problema de alcanzar un elevado rendimiento en la
transferencia génica cardiaca, y permite que los pacientes sean tratados mediante una inyeccion sistémica durante
una visita a la consulta.

Analizamos mudltiples vectores del serotipo AAV y métodos de suministro, y completamos con éxito los estudios de
viabilidad de la transferencia génica paracrina. A ratas con una ICC grave dilatada se les suministré en el masculo
esquelético un vector de un virus adenoasociado 5 (AAV5) que codifica el Factor de Crecimiento Insulinoide | (IGFI)
bajo la regulacion de tetraciclina. Esto permitié la activacion de la expresién del IGFI tras la adicién de doxiciclina en
el agua de bebida de la rata. Este sistema proporcioné una elevacion sostenida de los niveles del IGFI en el suero y
mejorar la funcion del corazén con insuficiencia.

En algunas realizaciones alternativas, a) se usa una transferencia génica del IGFI para aumentar la funcion; b) se
usan vectores AAV y promotores para la administracion intravenosa para proporcionar una expresion maxima del
transgen con unos efectos minimos fuera del objetivo; c) se usa la expresion regulada del transgen para permitir un
ajuste fino de los niveles del transgen en el suero, y permitir la activacion y la desactivacion de la expresion segun
sea necesario; d) se usa una transferencia génica de los genes de expresion paracrina, por ejemplo, en un modelo
de rata de ICC; y e) se usan unas dosis eficaces del AAV, y se usan activadores de la expresion del transgen
después de la administracién intravenosa del vector, por ejemplo, en cerdos normales, usando el paracrino en el
suero (por ejemplo, el IGFI) como criterio de valoracion.
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En algunas realizaciones alternativas, una inyeccién por via IV de un vector AAV con una expresion regulada de
péptidos selectivos tendra, a través de acciones con mediacidon paracrina, unos efectos favorables sobre el corazén
con insuficiencia.

Seleccién del vector. En algunas realizaciones alternativas se usan vectores viricos adenoasociados (AAV) que
permiten la expresion a largo plazo del transgen superior en el adenovirus, evitando el potencial de una mutagénesis
por insercién asociada con los vectores lentiviricos. Se ha documentado una elevacion persistente en el suero del
Factor IX, de la eritropoyetina y de la a1-antitripsina, en perros y en primates no humanos, afios después de una
Unica inyeccion de dos vectores AAVY y hemos confirmado una elevacion persistente en el suero (> 1 afio) del IGFI
después de una inyeccion intramuscular de AAV5.IGFI-tet en ratas en nuestro laboratorio®. Aunque los ensayos
clinicos recientes han averiguado que algunos serotipos de AAV desencadenan respuestas inmunitarias &7 "no
parece que la generacion mas nueva de vectores AAV tengan unos problemas similares en estudios preclinicos en
primates.

Serotipos del AAV: en algunas realizaciones alternativas se usa un serotipo AAV2 del AAV, pero en algunas, se
prefieren vectores AAV "pseudotipados”. Estos serotipos de AAV, que incluyen el AAVS5, el AAV6, el AAV8 y el
AAV9, son construcciones hibridas que incluyen la capside del AAV2 y unos componentes de replicacion Unicos que
confieren su nomenclatura especifica. En algunas realizaciones alternativas, se usa el suministro intravenoso del
AAVE, el AAVSB y el AAVY; éstos muestran una distribucion y expresién sustancial del transgen en el corazén, el
higado, el musculo esquelético, y en cualquier otra parte.

Averiguamos que el AAV5 era mejor por via intravenosa que intramuscular para aumentar los niveles del IGFI en el
suero, segun se ilustra en la Figura 7, que muestra graficamente los datos de los niveles del IGFI en el suero libre 3
meses después de la transferencia génica del AAV5.IGFl.tet por via IV frente a la IM: el suministro intravenoso en
ratones (n = 3, cada grupo) proporcion6 un aumento de 2 veces en el IGFI en el suero después de la activacion de la
expresion del IGFI con doxiciclina (On); el suministro intramuscular en ratas (n = 9 cada grupo) proporcion6 un
aumento > 1,3 veces en el IGFI en el suero 5 semanas después de la activacion de la expresion del IGFI. Valores de
P por encima de las barras: en el grupo de comparacion (prueba de la t, bilateral). EI cambio en el IGFI en el suero
era mayor después de la administracion intravenosa del AAV5.IGFl.tet (p < 0,001).

Cuando se administraba por via intravenosa, el AAV9 era superior al AAV5 en términos de la expresion del transgen
en el higado y el corazdn, segun se ilustra en la Figura 8 graficamente, y mediante la imagen, ilustra los datos que
muestran la eficacia relativa de la administracion intravenosa de los ejemplos de construcciones AAV5 y AAV9 de la
invencion usando el nimero de copias y la expresion del transgen en el higado y el coraz6n como criterios de
valoracion, segun se ilustra en la Figura 8.

En algunas realizaciones alternativas, el AAV8, como el AAV9, proporciona una expresion generalizada, pero
proporciona una mayor proporcion en el higado que en otros 6rganos, una propiedad que, junto con un promotor
especifico hepético, nos hemos propuesto aprovechar.

En algunas realizaciones alternativas, se usan vectores autocomplementarios AAV (vectores scAAV); pueden
proporcionar una mayor expresion del transgen que sus analogos monocatenarios (ssAAV)®. La expresion del
transgen usando los vectores AAV (capacidad del inserto, 4,7 kb) se retrasa 4-6 semanas hasta que se sintetiza la
hebra de ADN complementaria. Al codificar la hebra de ADN complementaria en el vector, el sSCAAV (capacidad del
inserto, 3,3 kb), permite la expresién del transgen en 2 semanas y da como resultado una mayor expresion del
transgen frente a su analogo sSAAVE,

Unicamente un vector de expresion regulado (el AAV8.TBG.IGFl.tet) puede estar sujeto a la construccion del SCAAV,
los otros son demasiado grandes, segun se ilustra en la Figura 10. Sin embargo, si se selecciona este vector para
los estudios con cerdos, puede usarse el sSSAAV para proporcionar un mejor rendimiento en la elaboracion de las
grandes cantidades necesarias. Puede usarse el analogo del scAAV para uso humano, aprovechando la superior
expresion, permitiendo una reduccion en las necesidades de la dosis y mejorando la seguridad en los ensayos
clinicos.

Tabla 2. Regulacion de la tetraciclina frente a la rapamicina

Caracteristica Tetraciclina Rapamicina
Activador Doxiciclina AP22594
Expresion basal (“fuga™) Muy baja/ninguna Ninguna
Dosis-respuesta lineal Si Si
Efectos secundarios del activador Bajos (evitese durante el embarazo) Inmunosupresor
Proteinas bacterianas/viricas Si No
Usada en ensayos clinicos Todavia no Todavia no

TG, transgen; AP22594, analogo de rapamicina oral, 100 veces menor supresion inmunitaria frente a
la rapamicina™
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El promotor con respecto al tejido objetivo. En algunas realizaciones alternativas, el promotor seleccionado para la
expresion del transgen en vectores AAV tiene una cierta dependencia tisular. En algunas realizaciones alternativas,
los promotores usados para llevar a la practica la invencion incluyen: la B-actina de pollo (CBA); la globulina de unién
a la hormona tiroidea (TBG, especifica del higado); y los promotores del virus de Sarcoma de Rous (RSV). A este
respecto, se ha demostrado coherentemente que el CMV es un promotor superior en el misculo esquelético y
cardiaco. Algunos estudios recientes indican que el promotor del CMV es susceptible de una metilacion en el higado,
lo que finalmente desactiva la expresion del transgen. La pérdida de la expresion hepatica reduciria los niveles del
transgen en el suero, y por lo tanto, hemos elegido no usar el promotor de CMV, seleccionando en su lugar unos
promotores similarmente robustos menos susceptibles a la metilacion: la B-accion de pollo (CBA); la globulina de
union a la hormona tiroidea (TBG, especifica del higado); y los promotores del virus de Sarcoma de Rous (RSV),
segun se ilustra en la Figura 10.

Expresion regulada. En algunas realizaciones alternativas, en el uso de la expresion a largo plazo conferido por la
transferencia génica mediada por el AAV, la expresion del transgen esta regulada para inactivar la expresion si se
observan unos efectos adversos inesperados. La expresion regulada permitiria también un suministro intermitente
en lugar de constante. En algunas realizaciones alternativas, el sistema puede ser configurado de forma que el
activador inactive o active la expresion del transgen. En los casos en los que se necesita una expresion
practicamente constante del transgen, es deseable un sistema "inactivo" (por ejemplo, sélo se toma el activador oral
cuando no se desea la expresion del transgen, por ejemplo, en el caso de efectos secundarios). En algunas
realizaciones alternativas, en los casos en los que se necesita una expresion intermitente del transgen, es deseable
un sistema "activo" (por ejemplo, s6lo se toma el activador oral en los momentos en los que se desea la expresion
del transgen).

Estas realizaciones alternativas permiten un control estrecho, y, cuando estan ajustadas para la enfermedad
especifica tratada, proporcionan un medio para tomar la menor cantidad del activador. En algunas reahzamones
alternatlvas se usan sistemas de expresion regulados, por ejemplo, ecdisona, tamoxifeno, tetraciclina, rapamicina®

; el gran tamafio del sistema de ecdisona puede necesitar una estrategia con dos vectores que seria dificil de
desarrollar para una transferencia génica clinica debido a restricciones normativas. El sistema del tamoxifeno,
aunque no es engorroso, requiere un activador menos tolerado que el sistema de tetraciclina (tamoxifeno frente a
doxiciclina). En algunas realizaciones alternativas, pueden ser adecuadas sélo dos de las opciones disponibles
(regulacion con tetraC|cI|na y con rapamicina), y estos son los Unicos sistemas que se han ensayado en modelos de
animales grandes . Estos dos sistemas poseen unas caracteristicas analogas (Tabla 2, mas arriba): el gen de
interés esta controlado por un factor de transcripcion disefiado inducible por un farmaco de activacion (tetraciclina o
un analogo de la rapamicina).

Expresion regulada por la tetraciclina. En algunas realizaciones alternativas, la invencién usa una expresion
regulada por la tetraciclina para establecer la transferencia génica:

a) Expresion basal del transgen ("fuga"). Las variantes mas nuevas de rtTA, tales como la que proponemos y
hemos usado en estudios reuentes (rtTA2 -M2), proporcionan una robusta expresion dependiente de la
tetraciclina sin ninguna actividad basal'®, al contrario que las construcciones previas de rtTA.

b) Uso crénico de la tetraciclina con respecto a la tolerabilidad en el paciente y los efectos fuera del objetivo.

« el sistema de regulacion tet ha sido ampliamente estudiado™; los estudios in vitro muestran que la expresion
estimulada por doxiciclina del transgen comienza a 0,001 ng/ml y alcanza un maX|mo a 0,1 pg/ml, una
reduccion de 10 veces en la CEso con respecto al sistema de la primera generamon % En los seres humanos,
una Unica dosis oral de 200 mg de doxiciclina proporciona unas concentraciones medias plasmaticas y
tisulares de 1,5 ug/ml a las 24 h**, 15 veces mayor que la necesaria para una expresion maxima. Una Unica
dosis diaria de doxiciclina de 10 20 mg puede ser suficiente para completar la activacion de la expresion del
transgen en sujetos humanos™. Las dosis de 200 mg/d son bien toleradas por los pacientes que usan
doxiciclina oral de forma crénica para el acné y las infecciones cronicas™®,1°

e ORACEA® (doxiciclina 40 mg por via oral una vez al dia) esta aprobada por la FDA para su uso continuo en
el tratamiento de la rosacea'®. Esta dosis, un 80 % menor que la dosis de 200 mg necesaria para el
tratamiento de la infeccion, proporciona unos efectos antinflamatorios para el tratamiento de la rosacea, pero
no tiene efectos antimicrobianos y no da lugar al desarrollo de organismos resistentes a los antibioticos (11
afos de datos clinicos). Cada capsula contiene 40 mg de doxiciclina anhidra en forma de microesferas de 30
mg de liberacion inmediata y 10 mg de liberacién retardada. Los sujetos con alergia a la tetraciclina, con un
aumento en la fotosensibilidad, las mujeres embarazadas o en periodo de lactancia, o los nifios menores de 9
afios de edad (decoloracion de los clientes, posible reduccion del crecimiento de los huesos largos) no
deberian usar doxiciclina. En 5 afios de uso clinico, el efecto secundario mas habitual era un leve malestar
gastrointestinal™®

» las tetraciclinas pueden atenuar la expresion y la actividad de la metaloproteinasa de la matriz, y tienen un
impacto sobre la remodelacion ventricular |qu|erda (VI) cuando son administradas en los primeros pocos
dias después de un infarto de miocardio (IM) Sin embargo, en los estudios preclinicos propuestos, la
doxiciclina es administrada 5 semanas después del IM, cuando la dilatacion de la camara del VI y la
formacion de cicatrices son estables e iguales entre los grupos. Previamente hemos documentado que la
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doxiciclina no afecta al remodelado deI VI, la expresion de los TIMP o de la MMP en el modelo murino
propuesto de ICC inducida por un IM®8. En el entorno clinico, la tetraciclina no se usara en la fase aguda del
IM.

c) Respuestas inmunitarias hacia los componentes del sistema de rtTA. No se identificaron respuestas
inmunitarias frente al regulador tet en un estudio a largo plazo que usé una transferencia génica (intrarretinal) del
AAV4.tet y del AAV5.tet en primates no humanos®*®, en el que se observé una sostenida expresion dependiente
de la tetraciclina del transgen durante los 2,5 afios de duracion del estudlo No observamos inflamacién en los
corazones de los ratones que expresaban unos elevados niveles de itTA™ ni en ratones y ratas después de
una expresion regulada del IGFI mediada por el AAVS5 usando el elemento de regulamon tTA25-M2°. Parece que
la administracion intramuscular del AAV.tet en prlmates no humanos, al contrario que el suministro intrarretinal o
vascular, conduce a una atenuacién en la expresion regulada debido a Ias respuestas inmunitarias frente al
componente bacteriano y virico de la proteina de fusién del transactivador®. La respuesta inmunitaria frente al
regulador tet puede ser, y simultdneamente puede determinarse, el sistema de regulacion de rapamicina, que no
posee proteinas bacterianas o viricas y no esta asociado con la provocacién de una respuesta inmunitaria’.
Véase la Tabla 2 que recoge las ventajas y las limitaciones de la regulacion por tet y rapamicina.

Expresion regulada con rapamicina. En algunas realizaciones alternativas se usa el macrolido sirolimus
(rapamicina), un producto de la bacteria Streptomyces hygroscopicus: inicialmente fue desarrollado como un agente
antifingico, pero se averigud que tenia efectos antiproliferativos e inmunosupresores. Actualmente se usa en clinica:
a) para prevenir el rechazo en un trasplante de érganos (2 mg P.O. (per os, por via oral), una vez al dia, que
proporciona unos niveles medios en el suero de 12 + 6 ng/ml); y b) en endoprétesis vasculares que eluyen farmacos
para reducir la reestenosis después de una angioplastia, debido a sus efectos antiproliferativos. La rapamlcma
aumenta la esperanza de vida en ratones, parece impedir Ios efectos perjudiciales del envejeumlento y se usa
como adyuvante en el tratamiento del glioblastoma multiforme?. La rapamicina se une a la proteina de union de FK
12 citosdlica (FKBP12) e inhibe el objetivo de mamifero de la ruta de sefalizacion de la rapamicina (nTOR). Una
cinasa de serina/treonina, la mTOR, influye en el crecimiento y la proliferacion de la célula, y favorece la
supervivencia de la célula. La utilidad de la rapamicina con respecto a una terapia génica se basa en sus
propiedades de dimerizacién, una caracteristica que es explotada en el sistema de expresién regulado por la
rapamicina. En este sistema, los dominios de union y de activacion del ADN de un factor de transcripcion disefiado
son expresados por separado como proteinas de fusion, que son reticuladas y por lo tanto activadas, medlante la
adicion de un farmaco de "dimerizacion" bivalente, en este caso, la rapamicina o un analogo de la rapamlcma . La
expresnon es dependiente de la dosis, reversible, estd desencadenada por concentraciones nanomolares del
activador*?. El sistema de rapamicina no contiene proteinas viricas ni bacterianas, y por lo tanto es improbable que
desencadene una respuesta inmunitaria. En macacos, una inyeccion intramuscular de un AAV1 que codifica la
eritropoyetina proporcioné una expresion regulada por la Rap de hasta 6 afios (26 ciclos de induccién individuales)
sin nlngun descenso en los niveles de la eritropoyetina y sin ninguna respuesta inmunitaria frente a los elementos de
regulamon La inmunosupresion es un potencial inconveniente de la rapamlcma Sin embargo, este problema puede
ser sorteado mediante el uso de un analogo de la rapamicina por via oral (AP22594), que activa la expresion del
transgen tan eficazmente como la rapamicina, mostrando una minima supresion inmunitaria, y no inhibe la mTOR®.
Adicionalmente, como activador, son mas eficaces las dosis semanales en lugar de las diarias, reduciendo
adicionalmente los efectos fuera del objetivo. La relacién entre la dosis y la respuesta del AP22594 administrado por
via oral, y sus intervalos de dosis maxima, partiendo de unas dosis orales usadas eficazmente en macacos (0,45
mg, una vez por semana), puede ser determinada en cerdos”.

Factor de Crecimiento Insulinoide | (IGFI)

Seleccion del IGFI. La hormona de crecimiento (GH) ejerce muchos de sus efectos a través de la activacion del IGFI.
El IGFI ejerce muchos de sus efectos a través de la Akt. Debido a la convergencia de la sefializacion de la GH a
través del IGFI hacia la Akt, debe defenderse la seleccién del IGFI sobre la GH o la Akt. Se predecia que el aumento
en la expresion de la GH aumentaria la glucosa en el suero y los efectos perjudiciales sobre la presién arterial, que
se evitan si se selecciona el IGFI. Se esperaria que el aumento en la expresion de la Akt reduciria la apoptosis, pero
tendria otros potenciales efectos favorables no proporcionados por la Akt, tales como un aumento en la
angiogénesis. Por lo tanto, seleccionamos la transferencia génica a través del IGFI para nuestros estudios iniciales
precllnlcos delalICC,y rementemente demostramos que la transferencia génica a través del IGFI mejora la funcién
del corazoén de rata con insuficiencia® (véanse las Figuras 1-8 y las Tablas 4 y 5).

Sefializacion del IGFI. Los IGF, conocidos inicialmente como somatomedinas, son una familia de péptidos que
median en muchas de las actividades anabdlicas y mitégenas de la GH. Se aislaron dos somatomedinas con
similitudes estructurales y metabdlicas a la insulina a partir de plasma humano en 1978 y se denominaron IGFl e
IGFII. Posteriormente se demostro que el IGFI (la somatomedina C) era el IGF regulado por la GH en circulacion. El
IGFI tiene 70 aminoacidos en una Unica cadena con 3 puentes de disulfuro y un peso molecular de 7,6 kD.
Inicialmente se pens6 que se generaba Unicamente en el higado, se demostr6 que era producido por muchos
tejidos, incluyendo el intestino, el cerebro, el rifién, al pulmén y el corazon La delecion especifica hepatica del gen
del IGFI en ratas no altera el crecimiento y el desarrollo normales®, lo que indica que el IGFI, ampliamente
expresado en otros tejidos incluyendo el corazén, regula el crecimiento y el desarrollo a través de una liberacién en
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el tejido local de una forma paracrina.

El IGFI pertenece a una familia de proteinas que incluye ligandos (IGFI, IGFII, insulina), seis proteinas de unlon
conocidas (las IGFBP 1-6) y receptores de la superficie celular que incluyen los receptores del IGFl y de la insulina®
El IGFI es traducido en forma de un pre-pro péptido que incluye un péptido de sefializacién amino terminal, unos
dominios A, B, C y D y un péptido E variable carboxilo terminal. Existen tres isoformas conocidas del pro-IGFI en los
seres humanos (pro-IGFla, pro-IGFIb y pro-IGFic) que difieren Gnicamente en la composicion de aminoacidos del
péptido variable E. Las proteinas de unlon al IGF (IGFBP) actian como proteinas portadoras y prolongan la
semivida del IGF aI |nh|b|r la degrada(:lon Practicamente todo (98 %) el IGFI circula predominantemente unido
(80 %) a la IGFBP- 3%

El IGFI y el IGFIl muestran una elevada afinidad de union al receptor del IGFI en todos los tejidos excepto en el
higado. El receptor del IGF comparte una homologia del 60 % con el receptor de la insulina y contiene un dominio de
cinasa de tirosina. La unién al receptor del IGFI da como resultado una autofosforilacion de los residuos de tirosina.
Esto activa el receptor, produciendo la fosforilacién de los sustratos, incluyendo el sustrato del receptor de la
insulina, que activa mdultiples cascadas de sefializacion que incluyen las rutas de la cinasa de PI3/Akt y la cinasa de
proteina activada por mitégenos (MAPK), y otras, muchas de las cuales tienen unos efectos cardiovasculares
beneficiosos (véanse las siguientes Secciones y la Tabla 3).

Efectos del aumento en el IGFI. Un aumento en el IGFI en el suero reduce los niveles de insulina en el suero,
aumenta la sensibilidad a la insulina y meJora los perfiles I|p|d|cos Sin embargo, la infusién de la proteina IGFI
puede causar hipotension e hlpogllcemla La GH, que se opone a la actividad de la insulina, aumenta los niveles de
glucosa en el suero. La capacidad del IGFI de aumentar la captacion de glucosa en el corazén puede jugar un papel
en la recuperacion post-isquémica de la funcién del VI después de la administracién del IGFI. El IGFI aumenta el
flujo sanguineo muscular y tiene una actividad vasodllatadora a través de efectos dependientes e independientes
del receptor, y de la produccion de 6xido nitrico®. Los efectos combinados metabdlicos y vasodilatadores de una
elevada dosis en infusion intravenosa de IGFI en seres humanos pueden causar aturdimiento y eritema - unas dosis
menores aumentan el rendimiento cardiaco, no afectan a la presion arterial ni a la glucosa en el suero, y no estan
asociadas con sintomas®>*’.

La activacion del receptor del IGFI es responsable de numerosas respuestas celulares que incluyen la regulacién de
la expresion génica, la estimulacion de la miogénesis, la progresion del ciclo celular, la modulacion inmunitaria y la
esteroidogénesis. En el corazon, el IGFI y la ruta de sefializacion del receptor del IGFI/PI3K/Akt tienen unos efectos
beneficiosos sobre la funC|on el crecimiento y la supervivencia del miocito cardiaco. Ademas, el IGF muestra unos
efectos anglogenlcos aumenta la funcién contracti cardiaca en corazones normales®>?*% y con
insuficiencia®”**%%* e inhibe la apoptosis®**>*®. Estas caracteristicas hacen que el IGFI sea atractivo para una
terapia en la ICC (Tabla 3).

Tabla 3. IGFI: efectos cardiovasculares beneficiosos

Caracteristica Mecanismo Especie Ref
V¥ SVR Vasodilatacién a través del NO R, P, H 25, 26, 32,39 *
Inotropo; vasodilatacion R,D,H 25, 29, 30, 36
A dP/dtdel VI, la FE 0 el GC R,D, P 27,29-33,39 *
A Funcién del VI enlaICC  Inotropo, A Manipulacion del Ca**
M, R 34, 35, 38
A Proteccion cardiaca W Apoptosis a través de la Akt
M, R 31, 36, 45, 46
A Masa del VI Prolif. de los MC; ¥ Apoptosis a través de la Akt
A Flujo sanguineo Angiogénesis R 28

SVR, resistencia vascular sistémica; GC, gasto cardiaco; FE, fraccién de eyeccion, VI, ventriculo izquierdo; prolif,
proliferacion; M, ratén; R, rata; D, perro; P, cerdo; H, humano; 39* se usé la GH, que elevé el IGFI 2 veces

La proteina IGFI en el tratamiento de la enfermedad cardiaca (Tabla 3)

Estudios preclinicos. Se han estudiado los efectos de la administracion de la proteina recombinante humana IGFI o
GH en modelos de animal de enfermedades cardiacas. El IGFI es un inotropo positivo en corazones de rata aislados
y en el masculo papilar de hurén; la GH no tiene ningun efecto inotrépico en los mismos tejldos Se encontraron
unos efectos inotropicos S|m|Iares del IGFI en musculos papilares aislados de perros con una insuficiencia cardiaca
inducida por electroestimulacion®. El IGFI administrado a ratas normales durante cuatro semanas aumento la
funcién cardiaca y dio como resultado una hipertrofia concéntrica del VIeL. El IGFI y la GH administrados
conjuntamente durante dos semanas se asociaron con un aumento en la dP/dt del VI y una hipertrofia del VI en ratas
normales®. La administracion del IGFI antes de una isquemia y una reperfusion miocardica en ratas disminuyo la
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liberacion de la cinasa de creatina y redujo la apoptosis®*. La combinacién de IGFI y GH* o el IGFI solo®
administrado cuatro semanas después de un IM, aument6 la funcién del VI en ratas. La GH administrada a ratas
durante cuatro semanas después de un IM aumento la funC|0n sistélica del VI¥, redujo la fibrosis cardiaca, la
apoptosis de los miocitos cardiacos y aumento la supervwenua . En el modelo de ICC por electroestlmuIaC|on en
cerdos, la GH aumento el IGFI en el suero, aumenté la funcion del VI y redujo el estrés de la pared del vI*

Estudios clinicos. El uso clinico de la proteina GH o IGFI ha recibido una considerable atencion, aunque existe una
escasez de grandes estudios controlados por placebo. Se estudiaron los efectos hemodinamicos agudos de la
infusién de IGFI en un estudio cruzado controlado por placebo con enmascaramiento de pacientes con una ICC (n =
8). Las infusiones de cuatro horas de IGFI aumentaron el gasto cardiaco, disminuyeron la resistencia vascular y
redujeron las presiones de la auricula derecha y de enclavamiento®’. La administracion crénica de la proteina IGFI
no ha sido evaluada en pacientes con una ICC. El uso de la proteina GH en pacientes con una ICC ha producido
unos resultados ambiguos. Dos pequefios estudios no controlados y no enmascarados con un total de 14 pacientes
con una ICC notlflcaron que tres meses de terapia con la proteina GH aumentaron el IGFI en el suero, la funcién del
VI y el estado clinico®™*. Unos ensayos aleatorizados controlados por placebo de la GH (proteina) administrada
durante hasta 3 meses en pacientes con una ICC no alteraron la funcion del VI ni el estado clinico*®*. La revision
mas reciente de la bibliografia de la terapia con la proteina GH concluye que se carece de eV|denC|as de eficacia en
la ICC clinica isquémica e idiopatica, debido quizas a la cinética de la administracién del peptldo Por lo tanto, en
algunas realizaciones alternativas, los métodos de transferencia génica de esta invencion, al proporcionar una
expresion sostenida del IGFI, pueden ser superiores a la terapia con la proteina IGFI.

Aumento en la expresion del IGFI o la GH cardiacos. La expresion cardiaca dirigida del IGFI humano en ratas, con
su concomitante aumento en la produccién del IGFI en los miocitos cardiacos, practicamente duplica los niveles del
IGFI en el suero. Estas ratas han aumentado el peso del corazén con una hiperplasia de los miocitos cardiacos, pero
no hay ningun aumento en el volumen de los miocitos cardiacos® Desgues de un IM se encontré una reduccion
en la apoptosis de los miocitos y un aumento en la fosforilacion de la Akt®. La expresion cardiaca dirigida del IGFI
atenla la senescencia de la célula relacionada con la edad con reducmones en la actividad de la telomerasa, un
acortamiento de los telémeros y de los dafios en el ADN. Estas ratas muestran un aumento en la activacion de la Akt
y un aumento en la funcién del VI a Ios 22 meses de edad con respecto a sus compafieros de camada emparejados
por edades negativos para el transgen . La expresion conjunta del IGFI cardiaco en un trasfondo de cardlomlopatla
(paradigma de mestizaje) parece |mped|r la apoptosis cardiaca, el remodelado del VI y la disfuncion del VI*. Sin
embargo, dado que nunca estuvo presente una ICC, esta estrategia no es equivalente al tratamiento de una ICC ya
existente, una metodologia que es el tema central en la propuesta actual.

Para determinar si la transferencia génica de la GH influiria en el remodelado del VI después de un IM, se inyectd
directamente en eI musculo cardiaco de rata un adenovirus que codifica la GH (Ad.GH) en el momento de una
oclusion coronaria®. Se realizaron inyecciones en la zona limitrofe entre el miocardio en peligro y el viable. Seis
semanas después del IM y de la transferencia génica, se observaron unos efectos favorables sobre la dimension
diastolica final del VI, la dP/dt del VI y el espesor de la pared en la regién infartada. Los mismos cientificos
demostraron posteriormente que la Ad.GH inyectada en la zona limitrofe del infarto en ratas tres semanas después
de una oclusién arterial coronaria aumentaba Ia dP/dt del VI y atenuaba la dilatacion del VI y el adelgazamiento de la
pared tres semanas después de la i |nyec<:|on . La transferencia génica de la GH durante o 3 semanas después del
IM parecia tener unos efectos beneficiosos sobre el remodelado del VI.

Cuando se inyect6 el adenovirus que codifica el IGFI (Ad.IGFI) en el lecho de perfusion en peligro justo antes de la
oclusién coronaria en ratas, la magnitud del infarto se I’edUJO en un 50 %, un efecto que se cree debido
principalmente al resultado de una reduccién en la apopt03|s Este estudio no abordd los efectos de la
transferencia génica del IGFI sobre el remodelado del VI después de un IM. Se ha demostrado que la transferencia
génica del IGFI mediada por un adenovirus reduce la apoptosis de los miocitos inducida por la hipoxia in vitro, y, en
un modelo de rata de reperfusion isquémica, antes de la inyeccién del adenovirus que codifica el IGFI el tamafio del
infarto se redujo en aproximadamente un 50 % (p < 0,003), a pesar de que el transgen era expresado Unicamente en
aproximadamente el 15 % de la region isquémica, lo que es coherente con un efecto paracrino regional. El efecto de
la expresion del IGFI en la totalidad del corazén con insuficiencia no ha sido explorado.

Potenciales efectos adversos del IGFI

Supervivencia. La alteramon del sistema GH/IGFI parece aumentar, no disminuir, la longevidad en ratas con una
funcion cardiaca normal®’. Sin embargo, proponemos aumentar la expresiéon del IGFI en el entorno de una ICC
grave, lo que augura un notable aumento en la mortalidad a corto plazo. Ningun dato sugiere que la inhibicion del
IGF aumente la longevidad en una ICC. Por el contrario, un aumento en el IGFI en el suero en seres humanos
reduce la incidencia de la ICC y la mortalidad®**®. Los estudios epidemiolégicos han demostrado que las personas
con un bajo IGFI en el suero presentan un riesgo elevado de desarrollar una insuficiencia cardiaca isquémica. En el
estudio Framingham, los individuos por encima del valor mediano del IGFI en el suero tenian una reduccion del 50 %
en la incidencia de la ICC en comparacion con aquellos por debajo del mediano®**°. Un informe reciente muestra
que los inhibidores de Ia enzima conversora de la angiotensina (IECA), que prolongan Ia vida en la ICC, aumentan la
sefializacion del IGFI**. Nuestros datos demuestran que la transferencia génica del IGFI aumenta la funcion del
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corazon con insuficiencia en la rata, y proponemos determinar si también hay un beneficio en la supervivencia.

Céancer. Los estudios epidemioldgicos clinicos notifican una correlacion entre los aumentos en los niveles del IGFI en
el suero (elevaciones > 2 veces) y el cancer de prostata y de mama premenopausmo , pero no hay ninguna
indicacion de que esta relacion sea causal. Es relevante que la |nC|denC|a del cancer de prostata aumenta con la
edad, mientras que la concentracion del IGFI en el suero dlsmlnuye En los pacientes con cancer, un aumento en
el IGFI en el suero puede tener su origen en el tumor. De hecho, el aumento en la expresion del IGFI en el epltello
de la préstata de ratas eleva las concentraciones del IGFI en el suero y puede dar lugar a una neoplasia prostatlca
Un aumento en las concentraciones del IGFI en el suero también puede ser el resultado de cambios en el estado
nutricional de los pacientes con cancer. Se podria especular que el IGFI puede aumentar el crecimiento tumoral a
través de una angiogénesis y de una reduccion en la apoptosis. La expresion cardiaca dirigida del IGFIb, con la
concomitante elevacion sostenida del IGFI en el suero, no esta asociada con el cancer de prostata o de mama, y el
aumento combinado del IGFIl y de la GH en el suero no aumenta la incidencia de cancer de prostata de mama o de
pulmén en pacientes con acromegalla El papel del IGFI en la génesis o la progresion del cancer es tedrico. Parece
prudente que las terapias que aumentan la expresion del IGFI deberian limitar las concentraciones del IGFI en el
suero y proporcionar también un medio para detener la expresion si se desea. Proponemos conseguir estos
objetivos mediante el uso de la transferencia génica de un vector de expresion regulado, que aumenta las
concentraciones del IGFI en el suero, y por lo tanto tienen unos efectos cardiovasculares beneficiosos.

Novedad de los estudios. Estos estudios se centran en el desarrollo de una transferencia génica del IGFI para una
ICC clinica. La transferencia génica del IGFI (o de la GH) no se ha usado en una ICC clinica. Ninguin ensayo clinico
controlado por placebo con enmascaramiento doble de la proteina GH/IGFI en la ICC ha tenido éxito, quizas debido
a la relativamente corta semivida biol6gica de la proteina GH/IGFI, un problema que seria superado mediante una
transferencia génica. Aunque la transferencia génica cardiaca de la GH y del IGFI se han usado antes de una
oclusion coronaria para reducir el tamafio del infarto en estudios con animales, ningun estudio previo ha analizado la
transferencia génica del IGFI para la ICC per se. Ademas, la metodologia paracrina propuesta que usa el suministro
sistémico de un vector de expresion a largo plazo y regulado, es nueva, y puede ser aplicada a otros péptidos de
expresion paracrina para el tratamiento de una diversidad de enfermedades cardiovasculares.

Sumario. Debido a las limitaciones de los estudios preclinicos y clinicos en lo que respecta a los beneficios
predecibles de la administracion del péptido del IGFI en el tratamiento de una ICC grave, y a la promesa tedrica de
una transferencia génica del IGFI de expresion paracrina, nos embarcamos en unos estudios en nuestro laboratorio
(véanse los datos preliminares), disefiados para sortear los impedimentos y los inconvenientes de una infusion
intravenosa continua o intermitente crénica del péptido.

Otros péptidos beneficiosos. Aunque el uso del IGFI es convincente, deberia enfatizarse que los métodos de terapia
génica paracrina de la invencion también son adecuados para cualquier péptido en circulacién con unos efectos
cardiovasculares beneficiosos. Por ejemplo, la urocortina-2 es un péptido vasoactivo recién descubierto de la familia
del factor de liberacion de la corticotropina que actia a través de los receptores del factor de liberacion de la
corticotropina de tipo 2, que son fuertemente expresados en el corazon y en la vasculatura. Las infusiones del
péptido de urocortlna 2 tienen unos efectos proteicos beneficiosos en los animales y en los pacientes con una
insuficiencia cardiaca®’. El BNP es otro péptido biolégicamente eficaz para el tratamiento de la ICC clinica que
podria ser sum|n|strado de una manera similar. Ademas, en la hipertension pulmonar, los analogos de la
prostaciclina pueden ser eficaces en el tratamiento de la hipertensién pulmonar, pero los agentes actuales
(epoprostenol y trepostlnllo) requieren una inyeccion sistémica constante, y el propio tratamiento esta asociado con
una elevada morbilidad®®. En algunas realizaciones alternativas, los métodos de la invencién proporcionan un vector
de expresion regulado que codifica la sintasa de prostaciclina en forma de una terapia génica de tipo paracrino para
la hipertension pulmonar. De hecho, cualquier péptido terapéutico actual que requiera una infusién intravenosa
prolongada o crénica intermitente se prestaria por si mismo a esta metodologia de transferencia génica de tipo
hormonal.

El AAV y la respuesta inmunitaria en estudios clinicos. La expresién a largo plazo del transgen después del
suministro intramuscular o intravascular de los vectores AAV ha sido mas bien la norma que la excepcion en
roedores. Sin embargo, los estudios en pacientes han sido importunados por la expre3|on limitada debido a las
respuestas inmunitarias frente al transgen y, a veces, frente al vector AAV per se®. A partir de estos y de otros
estudios surgen dos conclusiones. 1) El suministro intramuscular (en comparacion con el intravascular) del AAV
generalmente provoca un aumento en la respuesta inmunitaria frente al transgen y a la capside del AAV; y 2) el éxito
en roedores, debido a su relativa tolerancia inmunitaria, no siempre predice un éxito en seres humanos. Los estudios
con roedores y cerdos pueden ser disefiados en seres humanos teniendo en mente que:

los serotipos del AAV (AAV8 y AAV9) pueden ser seleccionados de forma que sea menos probable que estén
asociados con anticuerpos neutralizantes preexistentes en sujetos humanos®. Por ejemplo, el AAV8 esta
asociado con la prevalencia mas baja de anticuerpos neutralizantes anti-AAV (un 19 % frente a un 59 % para el
AAV1, y un 50 % para el AAV2). Ademas, entre la minoria de sujetos humanos con anticuerpos frente a los
AAV8/9, el 75-90 % de esos sujetos posee un titulo bajo, haciendo que el AAV8 y el AAV9 sean las actuales
elecciones 6ptimas con respecto a una respuesta inmunitaria anticipada®. El suero humano no posee

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 660 492 T3

practicamente ninguna seropositividad frente a los vectores AAV derivados de rhesus, tales como el
AAVrh.32.33%, lo que proporciona un vector alternativo si el AAV8 y el AAV9 resultan inadecuados, aunque la
experiencia preclinica y clinica con el AAVrh.32.33 es limitada.

La inyeccion intramuscular de los vectores AAV puede ser evitada debido a que pueden desencadenar respuestas
inmunitarias en animales mas grandese.

Pueden usarse proteinas del IGFI especificas para dos especies: rata y cerdo. Puede usarse tanto el IGFI de rata
como el de cerdo. El uso de un IGFI especifico de una especie reducird las respuestas inmunitarias frente al
transgen. Los ensayos clinicos pueden llevarse a cabo con el vector 6ptimo que codifique el IGFI humano.

El suministro intravenoso del AAV8 y del AAV9 es atractivo debido a su simplicidad, y debido a que es probable que
consigan los mayores niveles del transgen terapéutico en el suero con la dosis mas baja posible del AAV. Aunque la
seroprevalencia frente a estos vectores AAV es importante en cerdos y en primates, incluyendo los seres humanos,
no ha sido un factor importante en roedores. Las muestras preliminares de cerdos de nuestro proveedor no
muestran ningun signo de anticuerpos contra el AAV8 o el AAV9 en 7 de los 9 cerdos ensayados.

En algunas realizaciones alternativas, la expresion de un transgen de la invencién esta limitada a un Unico érgano,
por ejemplo, si dicha estrategia proporciona unos niveles terapéuticos en el suero de ese transgen. Por ejemplo, un
ejemplo de un vector de la invencién es el AAV8 con un promotor especifico de hepatocitos (TBG, la globulina de
unién a la hormona tiroidea humana).

Transferencia génica de expresién paracrina mediante el uso del IGFI

Aunque hemos seleccionado el IGFI para estos estudios de viabilidad, en algunas realizaciones alternativas la
invencion comprende el uso de cualquiera de los genes candidatos descritos en el presente documento, y cualquiera
de estos genes seria eficaz para el efecto previsto. Por ejemplo, la invencién proporciona métodos y composiciones
gue suministran de forma eficaz cualquier polipéptido paracrino, por ejemplo, un péptido cardioténico de mamifero,
una Serelaxina, una Relaxina-2, una Urocortina-2, una Urocortina-1, una Urocortina-3, un Péptido Natriurético
Cerebral, una Sintasa de Prostaciclina, una Hormona del Crecimiento, un Factor de Crecimiento Insulinoide-1 o
cualquier combinacién de los mismos; o, una Urocortina-2, una Urocortina-1, una Urocortina-3, un Péptido
Natriurético Cerebral, una Sintasa de Prostaciclina, una Hormona del Crecimiento, un Factor de Crecimiento
Insulinoide-1 humanos, o cualquier combinacién de los mismos.

Diseflamos un ejemplo de vector AAV5 que codifica el IGFI de rata (de tipo A) que esta bajo el control de un
elemento de respuesta a la tetraciclina (TRE): la Figura 1 ilustra un ejemplo de construccion de la invencion que
comprende un AAV5 que codifica el IGFI; este ejemplo de vector del AAV5 proporciona una expresion regulada del
IGFI: ITR, repeticion terminal invertida; TRE, elemento de respuesta a la tetraciclina; IGFIAU1, Factor de Crecimiento
Insulinoide-l; SVpA, poliA del genoma virico del SV40 (bidireccional); rtTA2°M2, transactivador inverso controlado
por tetraciclina; CMV, promotor génico temprano del citomegalovirus humano. Tamafo total del inserto, 2823 pb, se
ajusta a un vector scAAV5 (capacidad de 3,3 kb).

La secuencia codificante incluye un péptido de sefializacion para asegurar la secrecion extracelular del IGFI. Hemos
usado este vector (AAV5.IGFl.tet) en experimentos de transferencia génica en miocitos cardiacos cultivados: la
Figura 2A ilustra los datos de los estudios, en los que se infectaron miocitos cardiacos de rata neonatal cultivados
con el AAV5.IGFI.tet (10.000 cg/célula, 2 d); los geles ilustraban como se indujo la expresion del IGFI mediante
doxiciclina (+Dox) (2 pg/ml, 3 dias), pero no se produjo en ausencia de doxiciclina (-Dox). El IGFI fue detectado en el
medio mediante un anticuerpo anti-AU1 mediante una inmunoelectrotransferencia. La Figura 2B ilustra los datos en
los que en los mismos experimentos se lisaron los miocitos cardiacos con tampén de lisis de Akt (10 min, 4 °C) y se
centrifugaron (12.000 x g, 10 min); la Akt total y la fosfo-Akt fueron detectadas mediante anticuerpos anti-Akt y anti-
fosfo-T308-Akt. La expresién del IGFI estaba asociada con la activacion de la Akt. Después de la infeccion, la
expresion del transgen era indetectable (no habia "fuga") hasta su activacion con doxiciclina (Figura 2A).

Nuestro vector (Figura 1) contiene una variante mas reciente del rtTA (rtTAZS-MZ), que proporciona una robusta
exprleasi()n dependiente de la dox y una actividad basal baja o0 ausente, al contrario que las construcciones previas de
rTA™.

Expresion regulada del IGFI en miocitos cardiacos cultivados

Los miocitos cardiacos de rata neonatal cultivados experimentaron una transferencia génica con el AAV5.IGFI-tet
(104 cg/célula, 2 dias). Como se ilustra graficamente en la Figura 3, posteriormente se afiadio doxiciclina (2 pg/ml) al
medio, y la expresién del ARNm del IGFI se cuantificd usando una RT-PCR en tiempo real. La expresion del ARNm
del IGFI aumentd (frente a no estimulados) 1,5 veces en 30 min, y alcanz6 un pico de una elevacion de 14 veces a
las 24 h. A las 48 h, el ARNm del IGFI era algo menor (10 veces), lo que refleja la degradacién de la doxiciclina.
Para inactivar la expresion del IGFI, se elimin6 la doxiciclina usando cuatro lavados sucesivos con PBS ("lavado de
eliminacion”, véase la Figura 3). EI ARNm del IGFI disminuy6 rapidamente tras la desaparicion de la doxiciclina.
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La administracion en el musculo esquelético del AAV5.IGFI.tet mejora la funcién del corazén con insuficiencia

Transferencia génica en el mulsculo esquelético. Inicialmente llevamos a cabo unos estudios de la insuficiencia
cardiaca murina después de un suministro intracoronario indirecto del AAV5.IGFl.tet (Figura 1), encontrando unas
mejoras sustanciales en funcién del corazén con insuficiencia después del suministro dirigido al corazon. Sin
embargo, los estudios de viabilidad que demostrarian la eficacia de una transferencia de accion paracrina,
requeririan el suministro del vector en el misculo esquelético. Para estos estudios fundamentales usamos una
administracion intramuscular del AAV5.IGFL.tet en el musculo tibial anterior de ratas®. Se seleccioné el AAV5 debido
a sus bien conocidos elevados niveles de expresion después de una inyeccion IM en el masculo esquelético. En
todos los casos encontramos una expresion del IGFI en el medio (experimentos con cultivos celulares), y una
expresion a largo plazo del IGFI en el coraz6n (modelo murino de la ICC) y en el suero (modelo de rata después de
una inyeccion IM, de raton después de una inyeccion por via 1V), y la correspondiente mejora en la funcion del
corazon con insuficiencia®.

En el estudio con ratas, analizamos en primer lugar la viabilidad de la inyecciéon en el masculo esquelético del
AAVS5.EGFP para proporcionar una expresion a largo plazo del transgen, segun se ilustra en la Figura 4A: ilustra
microfotografias que muestran la expresion de la EGFP en el muasculo tibial anterior unilateral 3 semanas después
de la transferencia génica del AAV5.EGFP en ratas. El musculo tibial anterior contralateral no inyectado del mismo
animal no muestra ninguna expresion de la EGFP. La Figura 4B es la Tabla 4, que resume los datos de la
ecocardiografia que mide los efectos de la expresion del IGFI en el misculo esquelético en la ICC.

Modelo de IM de la ICC y protocolo experimental

Se indujo un IM en ratas mediante una oclusion coronaria izquierda proximal, dando como resultado un gran infarto
transmural y un grave deterioro en la funcién del VI. Una semana después del IM, las ratas con una funcion
deteriorada del VI recibieron 2 x 10" copias de genoma (cg) del AAV5.IGFl.tet en el muasculo tibial anterior. Cuatro
semanas después (5 semanas después del IM), las ratas con una fraccién de eyeccion (FE) del VI < 35 % fueron
asignadas aleatoriamente a dos grupos: un grupo recibi6é doxiciclina en el agua de bebida para activar la expresion
del IGFI (IGF activado; n = 10) y el otro no recibié la doxiciclina (IGF desactivado; n = 9). Diez semanas después del
IM (5 semanas después de la activacion de la expresion del IGFI), se evalu6 el tamafio y la funcion del VI mediante
una ecocardiografia y estudios hemodinamicos; la Figura 5 ilustra el protocolo experimental de la transferencia
génica del AAV5.IGFL.tet en el masculo esquelético en una ICC.

Resultado. El IGF activado en las ratas mostré un aumento en la fraccion de eyeccion del VI (p = 0,02) y redujo la
dimensién sistélica final del VI (p = 0,03) (Tabla 4, véase la Figura 4B). Adicionalmente, la funcién contractil del VI,
evaluada mediante el indice de desarrollo de presion (+dP/dt del VI) durante una infusién de dobutamina, aument6
después de iniciarse la expresion del IGFI (p = 0,001) (Tabla 5, pagina siguiente). Ademas, se observaron cambios
favorables en el gasto cardiaco (p = 0,007) y en el trabajo de apoplejia (p = 0,003) (Tabla 5). EI IGFI en el suero esta
aumentado 5 semanas después de la activacion del transgen (IGF desactivado: 164 + 24 ng/ml; IGF activado: 218 +
11 ng/ml; p = 0,008; n = 9 cada grupo). Estos datos indican que la inyeccion en el muasculo esquelético del
AAVS.IGFl.tet permite la expresion activada por tetraciclina, aumenta los niveles del IGFI en el suero y mejora la
funcion del corazén con insuficiencia®. En algunas realizaciones alternativas pueden usarse vectores de AAV menos
inmundgenos, y pueden usarse por via intravenosa en lugar de en una inyeccion intramuscular para sortear el
desencadenamiento de respuestas inmunitarias, y ensayar dos sistemas de expresion regulados.

Tabla 5. Efectos de la activacion de la expresion del IGFI en el misculo esquelético en una ICC
IGF desactivado | IGF activado
(n = 10) (n = 10) P
. . Basal 377 £ 42 364 + 83
FC (latidos/min) Dobutamina 373+ 29 395 + 10 0,79
. Basal 10,3+2,2 16,3+1,8
GC (ml/min) Dobutamina 15,824 23,2+28 0,007
Basal 4,1+0,6
SW (ml - mm de Hg) Dobutamina 16+0,4 6.4+12 0,003
Basal 4,237 +630 6.337 £ 687
+dP/dt del VI (mm de Hg/s) Dobutamina 6.842+913 | 12.974+1.061 | <0001
Basal -3.453 + 494 -4.564 + 409
-dP/dt del VI (mm de Hgls) Dobutamina 6.036+1.197 | -8518+1.056 | 030
e Basal 104 £ 12 143 £ 11
Presion sistolica (mm de Hg) Dobutamina 113+9 163 +8 0,011
Presion media (mm de Hg) Basal 82+13 110+8 0,07
SVR (unidades de Wood) Basal 75+1,3 6,8+ 0,5 0,23
FC, frecuencia cardiaca; GC, gasto cardiaco; SW, trabajo de apoplejia.
Los datos indican la media + EE.
\Valores de probabilidad de un ANOVA bifactorial, que muestra el efecto del IGFI. Referencia 5
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Apoptosis vy fibrosis cardiacas (Figura 6)

La figura 6 ilustra los efectos de la transferencia génica del AAV5.IGFI-tet sobre la apoptosis y la fibrosis cardiacas.
La Figura 6A ilustra graficamente los datos de una tincion TUNEL que indican que la activacion de la expresion del
IGFI (IGF activado) estaba asociada con una reduccién en la apoptosis de los miocitos cardiacos (p < 0,0001;
ANOVA bifactorial), que se redujo mas en los limites que en la region remota. La Figura 6B ilustra las secciones
tefiidas con rojo de picrosirius del septo intraventricular no infartado de ratas con el IGF desactivado y el IGF
activado que mostraban una reduccion en la fibrosis cardiaca, y el area fraccional del colageno se redujo (p = 0,048);
la Figura 6C ilustra graficamente estos datos procedentes de las ratas con el IGF desactivado y el IGF activado.

Suministro intravenoso con respecto al intramuscular del AAV5.IGFl.tet. En estudios preliminares determinamos si la
transferencia génica intravenosa podria aumentar los niveles en circulacion del IGFI. Una semana después de la
administracion intravenosa del AAV5. IGFl.tet (5 x 10" cg por raton, vena de la cola), los ratones fueron asignados
aleatoriamente a uno de dos grupos: un grupo recibié doxiciclina en el agua de bebida para activar la expresion del
IGFI (IGF activado) y el otro no recibié la doxiciclina (IGF desactivado). Dado que la mayor parte del IGFI en
circulacion esta unido a las proteinas de unién al IGFI (las IGFBP) con elevada afinidad y es biolégicamente inactivo,
medimos que la forma libre en el suero del IGFI, la forma bioactiva del IGFI, era 2 veces mayor en los ratones con el
IGF activado que con el IGF desactivado 3 meses después de la activacion de la expresion del IGFI (Figura 7,
pagina siguiente). Usando la estrategia de transferencia génica intramuscular del AAV5.IGFl.tet (2 x 10 cg por rata)
descrita en la Seccién 2.2.1.2., encontramos un aumento de 1,3 veces en el IGFI en el suero libre en el grupo con el
IGF activado con respecto al grupo con el IGF desactivado 5 semanas después de la activacion de la expresion del
IGFI (Figura 7). Estos datos sugieren que la administracion intravenosa del AAV5.IGFl.tet es méas eficaz que la
administracion intramuscular con respecto a las concentraciones del IGFI en el suero.

Ademas, es probable que una estrategia intravenosa sortee la provocaciéon de una respuesta inmunitaria, que se ha
observado después de la administracion intramuscular del AAV®. estos experimentos proporcionan unos datos de
viabilidad fundamentales para nuestros estudios.

Suministro intravenoso: el AAV5 con respecto al AAV9.

A continuacion, determinamos la eficacia relativa de la administracion intravenosa del AAV5 frente al AAV9, usando
el nimero de copias y la expresion del transgen en el higado y en el corazén como criterios de valoracion, segun se
ilustra en la Figura 8. Usamos los vectores AAV autocomplementarios (sc), que permiten una expresiéon temprana
con respecto a los vectores AAV de hebra Unica (ss). Los ratones recibieron por via intravenosa el
SCAAV5.CMV.EGFP o el scAAV9.CMV.EGFP (5 x 10™ cg) y fueron sacrificados 21 dias después. Se usaron
cebadores de la PCR dirigidos a las secuencias habituales de ambos vectores para comparar el nimero de copias
del ADN del AAV en el higado y en el corazon. En el higado, el AAV9 (con respecto al AAV5) proporciond unos
aumentos de 3 veces tanto en las copias del ADN del AAV como en la expresion de la EGFP; en el corazon, se
observo un aumento de 5 veces en las copias del ADN del AAV y un aumento de 8 veces en la expresion de la
EGFP. Estos datos demuestran que, en comparacion con el AAV5 intravenoso, el AAV9 puede proporcionar unos
mayores niveles del transgen en el suero.

Métodos

La Figura 10 ilustra ejemplos de los vectores y los disefios de vector de la invencién: usando una administracion
intravenosa de tres vectores seleccionados a partir de los estudios preliminares y las caracteristicas biol6gicas,
pueden determinarse los méritos relativos de los ampliamente distribuidos y expresados AAV8 y AAV9 (Figura 10 A),
y del AAV8 con un promotor especifico hepatico (Figura 10B). El criterio de eficacia pueden ser los niveles del IGFI
en el suero 6 semanas después de su suministro. Se usa un vector AAV Optimo para generar dos vectores de
expresion regulados (Tet y Rap), que pueden ser comparados después de su administracion intravenosa en ratas,
segun se ilustra en la Figura 10C-F. El criterio de eficacia pueden ser los niveles del IGFI en el suero, esta vez
analizado 16 semanas después de la activacion de la expresion del transgen (20 semanas después del suministro).

Figuras 10A y B. Vectores de AAV para los estudios iniciales en ratas para la determinacién del mejor serotipo del
AAV para los estudios posteriores. Estos vectores codifican el IGFI de rata (no regulado), dirigido por el CBA (AAV8
y AAV9) o por la TBG (AAV8). Puede usarse el mejor de éstos, basandose en los niveles en el suero y en la
duracion de la expresion del IGFI, para llevar a cabo estudios posteriores para la determinacion del sistema de
regulacion éptimo.

Figura 10C-F. Vectores candidatos para estudios en ratas para la determinacion del sistema de expresion regulado
optimo. Usando el mejor vector AAV a partir de los estudios iniciales (mas arriba), se generaron y se ensayaron 2
vectores de expresion regulados: uno con una regulacién por tetraciclina, el otro con una regulacién por rapamicina.
Estos vectores codifican la expresion regulada del IGFI de rata, dirigida por el RSV (AAV8 y AAV9) o por la TBG
(AAV8). El promotor CBA es demasiado grande para el vector de regulacién por rapamicina, por lo que en su lugar
se usa el RSV. Se selecciona al mejor de estos dos sistemas de regulacién para la generacion del vector 6ptimo
para los posteriores estudios en cerdos normales, que codifica para la expresion regulada del IGFI porcino. ITR,
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repeticion terminal invertida; TRE, elemento de respuesta a la tetraciclina; IGFI, factor de crecimiento insulinoide-I;
SVpA, poliA del genoma del virus SV40 (bidireccional); ntTA2°M2, transactivador inverso controlado por tetraciclina;
SV40en, potenciador del virus de simio 40; TBG Prom, promotor de la globulina de union al hormona tiroidea; RSV
Prom, promotor del virus del sarcoma de Rous; FRB-p6, parte de la FRAP, una proteina de interaccion con la
rapamicina, combinada con una subunidad del factor de transcripcion NF-kB (p65); IRE, sitio de reentrada de la
transcripcion interna; ZF, dominio de unién al ADN en dedo de cinc HD1; FKBP, proteina de unién a FK506; pA,
segmento de poliadenilacién minimo; ZBD, dominio de union al ADN en dedo de cinc HD (8 copias).

No anticipamos que las respuestas inmunitarias frente al AAV jugaran un papel importante en ratas, aunque dichas
respuestas son importantes en perros, en cerdos, en seres humanos y en otros primates. Las respuestas
inmunitarias deberian ser cuidadosamente valoradas. La biodistribucion del AAV (por ejemplo, usando una PCRq
que usa cebadores que amplifican las secuencias habituales de todos los vectores) y la toxicidad (por ejemplo,
usando un analisis histolégico) pueden ser cuantificadas.

Tamafio del grupo. El criterio de éxito primario puede ser el nivel del IGFI en el suero, que tiene un coeficiente de
variacion del 20 %. Para detectar una diferencia del 30 % en el IGFI en el suero entre los grupos, asumiendo un
error a del 0,05y un error  del 0,10, se requerira un tamafio del grupo de n = 10.

EJEMPLO 3: la administraciéon del AAV8 que codifica la urocortina-2 aumenta la funcion cardiaca

Este ejemplo muestra que, en algunas realizaciones alternativas de los métodos de esta invencion, un transgen
paracrino actlia como una hormona y tiene efectos cardiacos después de ser liberado en la circulacion desde un sitio
distante. Este ejemplo de metodologia puede sortear el problema de alcanzar un elevado rendimiento en la
transferencia génica cardiaca, y permite que los pacientes sean tratados mediante una inyeccion sistémica durante
una visita a la consulta. Adicionalmente, este ejemplo de metodologia puede eliminar la necesidad de un suministro
intravenoso (IV) de péptidos terapéuticos, y sortear asi las repetidas y prolongadas estancias en el hospital, la
elevada morbilidad y los enormes costes econémicos. En algunas realizaciones alternativas, el vector mas adecuado
para conseguir estos objetivos es un virus adenoasociado de tipo 8 (AAV8), que proporciona una expresion amplia 'y
a largo plazo después de su administracion intravenosa en roedores, en cerdos y en primates.

En algunas realizaciones alternativas de los métodos se usa la urocortina-2, un recientemente descubierto péptido
vasoactivo de la familia del factor de liberacién de la corticotropina, como un transgen terapéutico. La urocortina-2
puede actuar a través de los receptores del factor de liberacion de la corticotropina de tipo 2, que son fuertemente
expresados en el corazén y en la vasculatura. Los estudios con animales y pacientes con una insuficiencia cardiaca
congestiva han mostrado unos efectos hemodinamicos favorables de las infusiones del péptido de urocortina-2,
incluyendo un aumento en la funcién contractil independiente de la carga, lo que indica un efecto cardiaco directo.
Hemos establecido que la administracion intravenosa del AAV8 usando el promotor de la B-actina de pollo
proporciona unos elevados niveles sostenidos en el suero de la UCn2 y aumenta la funcién del corazén con
insuficiencia en el raton.

Para seleccionar las mejores realizaciones especificas para llevar a la practica este aspecto de la invencion, pueden
llevarse a cabo estudios con ratones y cerdos, por ejemplo,: a) determinar la expresion regulada del transgen para
permitir un ajuste fino de los niveles plasmaticos del transgen, y activar e inactivar la expresion segin sea necesario;
y b) determinar la seguridad, la eficacia y el mecanismo de accion de la transferencia génica de la urocortina-2,
usando este ejemplo de metodologia de accion paracrina en un modelo de animal aceptado en la técnica, un modelo
de raton de la ICC. También, el uso de cerdos normales puede determinar: a) la dosis de vector minimamente eficaz
necesaria para aumentar la UCn2 en el suero; b) la biodistribucion del vector y del transgen; y c) la toxicidad.

Las potenciales ventajas de los métodos de transferencia génica paracrina de la invencion con respecto a la infusion
por via IV del péptido se muestran en la Tabla 1 (mas arriba). En algunas realizaciones alternativas, la practica de
los métodos de la invencion permite sortear la infeccion y reducir las repetidas y prolongadas visitas en el hospital,
reduciendo asi los costes. En algunas realizaciones alternativas, el suministro sistémico del vector es una ventaja en
la transferencia génica paracrina, al proporcionar el mayor nivel de expresion para cualquier dosis dada del AAV. La
potencial seguridad y eficacia de esta metodologia se demostré recientemente en un ensayo clinico de terapia
génica en fase temprana en pacientes con hemofilia B un estudio gue ha restaurado la esperanza en la terapia
génica. En algunas realizaciones alternativas, los métodos de transferencia génica paracrina de la invencion pueden
ser adecuados para cualquier péptido en circulacion que tenga unos efectos cardiovasculares beneficiosos.

En algunas realizaciones alternativas, el AAV se usa para permitir una expresién mas larga del transgen que del
adenovirus, y evitar la mutagénesis por insercién asociada con el retrovirus. Se ha demostrado una expresion
persistente del transgen en animales grandes, afios después de una Unica inyeccion de los vectores AAVETO.
Nosotros hemos confirmado esto en ratones™ y en ratas. Aunque en los ensayos clinicos recientes se ha
encontrado que algunos serotipos del AAV desencadenan respuestas inmunitarias después de una inyeccion 1Y
la nueva generacion de vectores AAV (los AAVS5, 6, 8 y 9) no tienen problemas similares en primates“. El suministro
por via IV del AAV es superior al IM con respecto a los niveles del transgen en el suero, y el AAV9 y el AAV8 son

superiores al AAV5™ (y datos no publicados). Ademas, los anticuerpos anti-AAV8 preexistentes no son tan
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prevalentes en los seres humanos (19 %) como en otros serotipos del AAV, incluyendo el AAV1 y el AAV2 (50-
59 %) Nuestros datos, ilustrados graficamente en la Figura 11, indican que el AAV8 por via IV es el vector y la via
de suministro 6ptimos para alcanzar unos niveles elevados y sostenidos en el suero de la UCn2 en el suero para
una metodologia paracrina. La Figura 11 ilustra los datos del: suministro por via IV del AAV9.CMV.UCn2 (9.CMV),
del AAV9.CBA.UCn2 (9.CBA) con respecto al AAV8.CBA.UCn2 (8.CBA); en la que los datos indicaban que todos los
vectores estaban asociados con unos aumentos sustanciales en la UCn2 en el suero 6 semanas después. Las cifras
de las barras indican el tamafio de la muestra para cada grupo; valor de p del ANOVA. ITR, repeticion terminal
invertida; SVpA, poliA del genoma virico del SV40; UCn2, urocortina-2; CBA, promotor de la B-actina de pollo;
potenciador del CMV, potenciador del citomegalovirus humano.

A pesar de su robustez en el misculo estriado, el promotor del CMV es susceptible a la metilacién y la inactivacion
en el hlgado y nuestros datos indican que los promotores menos susceptibles a la metilacion son superiores. De
hecho, aunque el CMV proporciond un aumento sostenido de 2 veces en la UCn2 después del suministro por via IV
del vector, el uso del promotor de la B-actina de pollo (CBA) dio como resultado un aumento de 15,7 veces en la
UCn2 en el suero, segun se ilustra en la Figura 11. También puede usarse el promotor de la globulina de unién a la
hormona tiroidea especifico de los hepatocitos (TBG).

En algunas realizaciones alternativas, las construcciones y los métodos de la invencion proporcionan una expresion
regulada, por ejemplo, la inactivacién de la expresion. Debido al potencial de la expresion a largo plazo conferido por
la transferencia génica con el AAV, es deseable la capacidad de inactivar la expresion en el caso de que se
produzcan unos efectos adversos. La expresion regulada también permite la flexibilidad de un suministro
intermitente del transgen en lugar de constante. En algunas realizaciones alternativas, las construcciones y los
métodos de la invencién usan sistemas de expresion regulados tales como, por ejemplo: ecdisona, tamoxifeno,
tetraciclina, rapamlcma18 21 El tamafio del sistema de ecdisona requiere una estrategia con dos vectores, y el
tamoxifeno presenta problemas de toxicidad. Los S|stemas de regulacion con tetraciclina y rapamicina (Tabla 2) se
han ensayado en modelos con animales grandes

Tabla 2. Regulacién con tetraciclina frente a la de rapamicina

Caracteristica Tetraciclina Rapamicina
Activador Doxiciclina AP22594
Expresion basal ("fuga") Muy baja/ninguna Ninguna
Dosis-respuesta lineal Si Si
Efectos secundarios del activador  Bajos (evitar durante el embarazo) Inmunosupresor
Proteinas bacterianas/viricas Si No
Usada en ensayos clinicos Todavia no Todavia no

TG, transgen; AP22594, analogo oral de rapamicina, 100 veces menos supresion inmunitaria con
respecto a la rapamicina

En algunas realizaciones alternativas, las construcuones y los métodos de la invencién usan un sistema de
regulacion tet, que ha sido ampliamente estudiado?’ AI contrario que las construcciones previas de rtTA, las
variantes de rtTA de esta invencién (por ejemplo, el rtTA2 Mzg ?ropormonan una robusta expresion dependiente de
tet sin ninguna actividad basal (es decir, ninguna "fuga"”)*?*?***% y una sensibilidad 10 veces mayor a la tetraciclina
(méxima expresion de la activacion del transgen a 0,1 pg/ml) Una Unica dosis diaria de doxiciclina de 10-20 mg
puede ser suficiente para completar la activacion de la expresion del transgen en sujetos humanos®*®'. Las dosis de
200 mg/dia son blen toleradas por los pacientes que usan doxiciclina oral de forma crénica para eI acné y las
infecciones crénicas®™®. Las tetraciclinas pueden atenuar la actividad de la metaloproteinasa de la matrlz (MMP) y
afectar al remodelado deI VI cuando son administradas en los primeros pocos dias después de un IM**. Hemos
demostrado previamente que la doxiciclina no influye en el remodelado del VI, en la expresion del TIMP o de la MMP
en el modelo munno propuesto de una ICC inducida por un IM en el que la doxiciclina se administra 5 semanas
después del IM?°. En el entorno clinico, la tetraciclina no se usara en la fase aguda del IM.

Las respuestas inmunitarias frente a los componentes del sistema rtTA, un potencial problema, no fueron
|dent|f|cadas en un estudio de transferencia génica del AAV4.tet y del AAV5.tet (intrarretinal) en primates no
humanos®, en el gue la expresion dependiente de tetraciclina del transgen persistio durante los 2,5 afios de duracion
del estudlo No observamos inflamacién en los corazones de raton que expresan unos elevados niveles de
MTAZ?%2 njen Jatones después de la expresion regulada del IGFI mediada por el AAVS usando el elemento de
regulamon tTA25-M2'. Parece que el suministro IM del AAV.tet en primates no humanos, al contrario que el
suministro intrarretinal o vascular, si que da lugar a una atenuacion de la expresiéon regulada, debido a Ias
respuestas inmunitarias frente a los componentes bacterianos y viricos de la proteina de fusion transactivadora®
Las respuestas inmunitarias frente al regulador tet y al sistema de regulacién de rapamicina, que no posee protelnas
bacterianas ni V|r|cas y no esta asociada con la provocacion de la respuesta inmunitaria, pueden ser ensayadas de
forma simultanea'. Véase la Tabla 2 para ver las ventajas y las limitaciones de la regulacion por tet y rapamicina.

En el sistema de regulacion por rapamicina, la expresion del transgen es desencadenada por concentramones

nanomolares de rapamicina o de un analogo de rapamicina, que es dependiente de la dosis y reversible”. La
rapamicina se usa clinicamente para suprimir la respuesta inmunitaria, previene los efectos perJud|C|aIes del
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envejecimiento en ratones® e inhibe el 3%Iioblastoma multiforme®* al bloquear el objetivo de mamifero de la ruta de
sefializacion de la rapamicina (MTOR) *°. El analogo oral de la rapamicina AP22594, que activa la expresion del
transgen tan eficazmente como la rapamicina, muestra una minima supresion inmunitaria, y no inhibe la mTOR**>
% Pueden usarse cerdos para determinar la relacion entre la dosis y la respuesta del AP22594 administrado por via
oral, y sus intervalos de dosificacion requeridos, partiendo de unas dosis orales similares a las usadas eficazmente
en macacos (0,45 mg/kg, una vez por semana)m.

En algunas realizaciones alternativas, las construcciones y los métodos de la invencién expresan in vivo la
urocortina-2, que incluye aminoacidos de la UCn1, de la UCn2 y de la UCn3 (38-40 (aa)), que pertenece a la familia
del factor de liberacién de la corticotropina (CRF). Estos péptidos pueden estimular los receptores del factor de
liberacion de la corticotropina 1y 2 gCRFl, CRF2). La UCn1 se une al CRFR1 y al CRFR2, pero la UCn2 y la Ucn3
se unan exclusivamente al CRFR2 8'41, gue son expresados en los miocitos cardiacos, en la vasculatura, en el
intestino, en el cerebro y en el musculo esquelético****. Aunque la UCn1 se encontré en una inflamacién inducida
por LPS y estaba implicada en la permeabilidad tisular®™“, los efectos de la UCn2, que son diversos, se han
asociado con unos efectos bioldgicos favorables, debido en parte a su afinidad por el CRFR2. Los efectos de la
UCn2 no son totalmente dependientes del AMPc. Por ejemplo, la desensibilizacion del CRFR2 después de la union
de la UCn2 induce la sefializacion PI3K/Akt a través de la translocacion de la B-arrestina. Ademas, se produce un
aumento en la sefializacion ERK1/2 a través de la disociacion de las subunidades de la proteina G B y y47’48. Estos
acontecimientos independientes del AMPc contribuyen a reducir la apoptosis en los miocitos cardiacos. Las
infusiones peptidicas de la UCn2 en la ICC preclinica y clinica han demostrado de forma coherente unos efectos

favorables sobre la funcién del VI, y una reducida activacion del eje adrenosimpatico®>".

Segun se recoge en la siguiente Tabla 3, entre los muchos efectos beneficiosos, la infusion de UCn2 usando los
métodos y las composiciones de la invencién, puede aumentar la funcion contractil independientemente de las
condiciones de carga, lo que indica unos efectos cardiacos directos®. Los mecanismos de los efectos inotrépicos no
han sido definidos. Algunos estudios recientes sugieren unos efectos beneficiosos sobre la manipulacion del ca?*®,
la duracion del potencial de accion®, la lesién por isquemia y reperfusion®>®’ y el sistema renina-aldosterona®®. La
seguridad y la eficacia de la infusion de la UCn2 ha sido confirmada en modelos de ICC de animales grandes®®*°, y
en sujetos hugganos normales y en pacientes con una ICC***. Una editorial reciente promueve su uso en la ICC de
laClase 3y 4.

Tabla 3. Urocortina-2: efectos cardiovasculares beneficiosos

Caracteristica Mecanismo Especie Ref

V¥ SVR Vasodilatacion a través del CRFR2 M, S, H 44, 57-59

AN GCyFE Inotropo; vasodilatacion M, S, H 44, 57-59

W Trabajo cardiaco V SVRy LAP M, S, H 44, 57-59

A Funcién diastdlica del VI Lusotropo M, R,S, H 44, 52, 56

A Diuresis A RBF y la excrecion de Na; ¥ RAS S, H 49, 57-59
W Funcién del Vi en la ICC Se notifican todos los anteriores M, R, S, H 44, 49, 56, 57, 59

W Lesién por IR en el VI 'y apoptosis Desconocido M, R 53-55

SVR resistencia sistémica vascular; CRFR2, receptor del factor de liberacion de la corticotropina 2; GC, gasto
cardiaco; FE, fraccion de eyeccién ventricular izquierda; VI, ventriculo izquierdo; LAP, presion auricular derecha;
RBF, flujo sanguineo renal, RAS, sistema renina-angiotensina; CM, miocito cardiaco; IR, isquemia y reperfusion, M,
ratén; R. rata; S, oveja; H, ser humano

Dado que la semivida plasmatica de la UCn2 es de 15 min*!, se requiere una infusiéon crénica. Por el contrario, en
algunas realizaciones alternativas, la transferencia génica de accion paracrina de la UCn2 de la invencion puede
sortear los impedimentos asociados con las infusiones peptidicas cronicas, segun se recoge en la Tabla 1, mas
arriba. Al expresar Unicamente la UCn2 especifica de especie en las dos especies propuestas, se anularan las
respuestas inmunitarias frente al transgen.

Viabilidad de la transferencia génica de accion paracrina. Hemos probado que la transferencia génica paracrina a
través de una inyeccién IM del AAV5 que codifica el Factor de Crecimiento Insulinoide-l (AAV5.IGFI) mejora la
funcion de la rata con insuficiencia'*. Ahora también hemos demostrado que el suministro por via IV del AAV8 que
codifica la UCn2 no solo proporciona unos elevados niveles sostenidos en el suero de la UCn2 (> 15 veces de
aumento), sino que también aumenta la funcién de los corazones normales y con insuficiencia.

Seleccidn del vector AAV y del promotor. A partir de estudios previamente publicados, era evidente que el AAV8 o el
AAV9 por via IV proporcionarian unos mayores niveles de expresion del transgen que otros serotipos del AAV, y los
promotores del CMV o de la CBA, que generalmente son los mas robustos, serian 6ptimos. Por lo tanto, disefiamos
un vector AAV8 y dos AAV9 que codifican la UCn2 murina guiados por el CMV o la CBA para determinar qué vector
aumentaria de forma mas eficaz la UCn2 en el suero, segun se ilustra en la Figura 11. Se usé un ELISA especifico
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para la UCn2 disponible comercialmente. EI AAV9.CMV elevé la UCn2 en el suero 2,3 veces, lo que, aunque menor
que los otros 2 vectores, puede ser suficiente para una respuesta terapéutica. Sin embargo, el AAV8.CBA se asoci6
con un aumento de 15,7 veces en la UCn2 en el suero (AAVB.CBA.UCn2: 109 + 7 ng/ml, n = 9; Control: 7 + 1 ng/ml).
Dicho elevado nivel de la UCn2 en el suero permitiria reducir la dosis del AAV8. La superioridad del AAV8.CBA y del
AAV9.CBA con respecto al AAV9.CMV puede reflejar bien la robustez relativa del CBA o bien la susceptibilidad del
CMV a la metilacion y la inactivacion en el higado”. Por lo tanto, seleccionamos el AAV8.CBA para estudios
adicionales.

Distribucion y expresion del AAV8.CBA.UCn2 después de un suministro intravenoso. En algunas realizaciones
alternativas, las construcciones y los métodos de la invencién expresan in vivo, mediante una estrategia de
transferencia génica de accion paracrina, la UCn2, y pueden usarse para aumentar los niveles de la UCn2 en el
suero. Algunas realizaciones alternativas no requieren que esté presente la expresion de la UCn2 en el corazon per
se, debido a que son los efectos de la UCn2 en circulacion y sus efectos sobre el corazén y la vasculatura lo que
proporcionara los efectos terapéuticos del transgen, efectos que no requieren la expresion de la UCn2 en los propios
miocitos cardiacos.

Expresion hepatica de la UCn2. El aumento de 15,7 veces en la UCn2 en el suero documentado 6 semanas
después del suministro por via IV del AAV8.CBA.UCn2 (5 x 10M cg; véase la Figura 11) estaba asociado con un
aumento dependiente del tiempo en la expresién del ARNm de la UCn2 en el higado, segln se ilustra en la Figura
12, que tuvo una meseta a las 4-6 semanas después del suministro, lo que se correlacionaba bien con el aumento
estacionario en la UCn2 en el suero. La Fig 12A ilustra graficamente el curso temporal de la expresion del ARNm de
la UCn2 en el higado después del AAV8.CBA.UCN2 (5 x 10" cg, por via IV). La expresion de la UCn2 en el higado
(cada barra es el valor medio de 2 ratones) alcanz6 una meseta a las 4-6 semanas después del suministro, lo que se
correlacionaba con la meseta observada en la UCn2 en el suero (datos no mostrados). La Fig 12B ilustra
graficamente los datos que muestran la expresién del ARNm de la UCn2 en el VI 6 semanas después del
AAV8.CBA.UCN2 (5 x 10* cg, por via IV). Se observaron unos similares niveles elevados del ARNm de la UCn2 en
muestras de musculo esquelético (datos no mostrados).

Expresion cardiaca de la UCn2. Aunque la expresion cardiaca de la UCn2 no es necesaria para los efectos
beneficiosos de las terapias génicas de accion paracrina de la invencién, hemos documentado unos sustanciales
aumentos en la expresioén del ARNm de la UCn2 en muestras del VI 6 semanas después del suministro por via IV
del AAV8.CBA.UCnN2, véase la Figura 12B. En algunas realizaciones alternativas, una construccion de la invencién,
incluyendo, por ejemplo, el AAVS8, que incluye la presencia de ADN del AAV8 y del ARNm de la UCn2, puede ser
suministrada y/o expresada en cualquier 6rgano u otros érganos, incluyendo el masculo esquelético, el pulmon, el
cerebro, el rifién, el bazo, el intestino delgado, la médula 6sea.

Transferencia génica de la UCn2 en ratones normales. Para determinar si la transferencia génica de la UCn2
aumentaba la funcién del VI, suministramos el AAV8.UCn2 (5 x 10" cg) o una solucidn salina (control) mediante un
suministro intravenoso (IV) a ratones normales. Cinco semanas después de la transferencia génica de la UCn2, los
ratones experimentaron un procedimiento invasivo en el que se colocaron catéteres Millar (1,4 F) en la camara del VI
para medir el desarrollo de la presiéon. La adquisicién de los datos y los andlisis estaban enmascarados para la
identidad del grupo. La transferencia génica de la UCn2 aumenté la funcion contractil del VI (+dP/dt del VI) (Fig 13A,
izquierda); también se redujo la -dP/dt, lo que indica un aumento en la relajacion del VI (Fig 13B, panel derecho). No
se detectaron efectos adversos sobre la masa del VI, la histologia o la estructura o la funcién del VI. La Fig. 3 ilustra
graficamente: la funcion del VI en ratones normales 6 semanas después del suministro por via IV del
AAV8.CBA.UCn2 (con respecto a los ratones de control, a los que se les inyecté una solucién salina. Fig. 3A: +dp/dt
del VI; Fig. 3B. -dP/dt del VI. Los valores representan la media + EE. El nUmero de las barras representa el tamafio
del grupo. La transferencia génica de la UCn2 aument6 tanto la funcién contractil como la relajacién cardiaca.

Transferencia génica de la UCn2 en ratones con una ICC. Usamos una oclusion coronaria izquierda proximal para
inducir una ICC grave en ratones, un modelo que hemos usado ampliamente y que simula los aspectos de la ICC
basada en una isquemia clinica®®. Como se muestra en el protocolo (Fig 12A), 3 semanas después de la oclusién
coronaria llevamos a cabo una ecocardiografia para confirmar la grave disfuncion del VIy la dilatacion de la camara.
Después asignamos aleatoriamente candidatos para recibir un suministro por via IV del AAV8.CBA.UCn2 (5 x 10"
cg por ratén) o un volumen equivalente de solucion salina. Cinco semanas después de la aleatorizacion, a los
ratones se les realizaron repetidas ecografias y mediciones del desarrollo de la presion del VI y el deterioro y su
primera derivada, +dP/dt del VI. La adquisicidon de los datos y los andlisis estaban enmascarados para la identidad
del grupo. A pesar de la notable disfuncion del VI que habia presente en el momento de la transferencia génica de la
UCn2, el cambio en el area fraccional del VI (% del FAC), un sustituto de la fraccion de eyeccion, aumento (Fig 14B).
La transferencia génica de la UCn2 también aument6 la funcion sistélica (+dP/dt del VI) y diastolica (-dP/dt del VI)
del VI (Fig 14C). El pico de la +dP/dt del VI aument6 hasta un valor que se aproximaba a la normalidad, confirmando
que la estrategia propuesta merece un desarrollo como una nueva terapia para la ICC. Las Figuras 14B y 14C
ilustran los datos que muestran los efectos de la transferencia de la UCn2 sobre el corazén con insuficiencia: la
Fig.14A: 3 semanas después del IM y del desarrollo de la ICC, los ratones recibieron el AAV8.UCn2 por via IV o0 una
solucion salina; 5 semanas después de la transferencia génica (8 semanas después del IM), se evalud la funcién del
VI (estudios enmascarados); Fig.14B la transferencia génica de la UCn2 aument6 el cambio en el area fraccional del
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VI (% del FAC); Fig.14C. la transferencia génica de la UCn2 aument6 el pico de la +dP/dt y el pico de la -dP/dt del
VI, lo que indica unos notables beneficios en la funcion sistdlica y diastélica del VI del corazén con insuficiencia.

Transferencia génica de la UCn2: efectos sobre la manipulacién del Ca®* cardiaco

La transferencia génica deI C2.5.1.UCn2 altera la expresion de la SERCA2a. La transferencia génica del
AAV8.CBA.UCNn2 (5 x 10™ cg, por via IV) estaba asociada con un aumento en la expresion del ARNm de la
SERCAZ2a y de la proteina en muestras del VI obtenidas a partir de ratones 4 semanas despues de la transferencia
génica (Fig 15). Se anticiparia que estos cambios promoverian la disponibilidad del ca®" al miofilamento, y por lo
tanto aumentarian tanto la funcion sistélica como la diastélica, como hemos observado en los corazones normales y
con insuficiencia después de la transferencia génica de la UCn2 (Fig 13 y 14), proporcionando un mecanismo
verosimil mediante el cual la transferencia génica de la UCn2 aumenta la funcion del VI. Se han descrito unos
efectos similares del péptido de la UCn2 en miocitos cardiacos aislados®®

La Fig. 15 ilustra los datos (Fig. 15A, mediante una grafica, Fig. 15B, mediante una |nmunoelectrotransferenua) en
los que ratones normales recibieron un suministro por via IV del AAV8.CBA.UCn2 (5 x 0™ cg) o solucion salina
(CON); y cuatro semanas después, las muestras del VI del grupo con la transferencia génica de la UCn2 mostr6 un
aumento de 2 veces en la expresion de la proteina SERCA2a. La sefial de la inmunoelectrotransferencia se
normalizé al contenido en Tnl. Los niumeros de las barras indican el tamafio del grupo. Se anticiparia que estos
cambios en la expresion de la SERCA2a promoverian la disponibilidad del ca®* al miofilamento, y por lo tanto
aumentarian la funcion sistélica y la diastolica.

Transferencia génica de la UCn2 y aumentos transitorios deI Ca*. Se aislaron miocitos cardiacos (CM) a partir de
ratones 4 semanas después del AAV8.CBA.UCn2 (5 x 10™* cg, por via IV). Los ratones que habian recibido una
solucion salina por via IV se usaron como controles. Durante la medicién, los miocitos cardiacos de los ratones con
la UCn2 se incubaron con el péptido de la UCn2 a 24 nM para simular los niveles de la UCn2 en el suero in vivo. Los
miocitos cardiacos de los ratones que recibieron la transferencia génica de la UCn2 mostraron una alteracion en los
aumentos transitorios del Ca®* con una t1/2 reducida, segun se ilustra en la Figura 16: los aumentos transitorios del
ca’ " después de la transferencia génica de la UCn2; Ia Fig. 16A ilustra graficamente que la transferencia génica de
la UCn2 aumentd la veIOC|dad de disminucion del Ca**; la Fig. 16B ilustra graficamente que la disminucion transitoria
con el tiempo del Ca”" estaba acortada en los m|00|tos cardiacos de los ratones que habian recibido la transferencia
génica de la UCN2 4 semanas antes. Los experimentos se repitieron tres veces. Las barras indican la media + EE;
las cifras de las barras indican el nUmero de miocitos cardiacos; las cifras por encima de las barras indican el valor
de p.

La UCn2 es cardioprotectora. Para ensayar los efectos de la UCn2 sobre la lesion hipdxica, tratamos los miocitos
cardiacos de rata neonatal cultivados con azida de sodio (NaN3), que se une irreversiblemente al cofactor hemo en
la oxidasa de citocromo e inhibe la respiracién mitocondrial, simulando una citotoxicidad inducida por hipoxia. El
tratamiento con la UCn2 protegio a los miocitos cardiacos frente a la lesién, segun se refleja morfolégicamente y por
la reducida liberacion de LDH, segun se ilustra en la Figura 17. La UCn2 también protege a los miocitos cardiacos
aislados de la lesién por hipoxia y reoxigenacion (p < 0,001; datos no mostrados). La Figura 17 muestra los datos de
que la UCn2 protege a los miocitos cardiacos de rata neonatal cultivados frente a la lesione lesion hipoxica: la Fig.
17A ilustra que la UCn2 (60 nM) preserva la normalidad morfolégica 24 h después del tratamiento con NaNs (10
mM); la Fig. 17B ilustra graficamente que la UCn2 redujo la liberacion de LDH después del tratamiento con NaN3 (p
<0,001).

Efecto sobre el CREB y Ia B-catenina. Se obtuvieron muestras del VI a partir de ratones 4 semanas después del
AAV8.CBA.UCN2 (5 x 10™ cg, por via IV). Los ratones que habian recibido una solucién salina por via IV se usaron
como controles. Las muestras del VI de los ratones que habian recibido la transferencia génica de la UCn2
mostraron un aumento de la fosforilacion del CREB (un aumento de 3 veces, p < 0,01, Fig 18A). El CREB es un
factor de transcripcion que permite la expresiéon génica mediada por el CRE en el corazén. Ademas, la transferencia
génica de la UCn2 se asocidé con un aumento de 2 veces en la fosforilacién de la 3-catenina del VI (p < 0,0001, Fig
18B). El aumento de la fosforilacion de la B-catenina reduce la acumulacion de la B-catenina en los discos
intercalados de los miocitos cardiacos, y por lo tanto reduce la rigidez cardiaca y la disfuncién diastélica. Esto puede
contribuir a nuestra observacion de que la transferencia génica de la UCn2 aumenta la relajacion del VI en los
corazones normales y con insuficiencia. La Figura 18 ilustra graficamente que se detectd la fosforilacion tanto del
CREB (Fig. 18A) como de la B-catenina (Fig. 18B) en muestras del VI 4 semanas después del suministro por via IV
del UCn2.CBA.UCn2. Los ratones de control recibieron solucion salina por via IV.

Efectos no cardiacos de la transferencia génica de la UCn2. El suministro por via IV del AAV8.CBA.UCn2 (5 x 0™
cg) tiene un efecto favorable sobre el metabolismo de la glucosa - un efecto antidiabético. Por ejemplo, los ratones
que recibieron la transferencia génica de la UCn2 son resistentes a la hiperglicemia inducida por una dieta rica en
grasas (HFD), un modelo de diabetes de tipo 2 usado en estudios preclinicos (Fig 19A). Los reducidos niveles de
glucosa son debidos al aumento en la utilizaciéon de la glucosa, segun se observa en la prueba de tolerancia a la
glucosa de los ratones alimentados con la HFD (Fig 19B). La Figura 19 ilustra los datos que muestran que la UCn2
afecta a la regulacién de la glucosa. Los ratones recibieron un suministro por via IV del AAV8.CBA.UCn2 (5 x 10™
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cg, n = 8) o solucion salina (n = 8), y comida normal durante 3 semanas. Se observé una pequefia reduccion en la
glucosa sanguinea en ayunas en el grupo con la UCn2. Después, los ratones recibieron una dieta rica en grasas
(HFD) durante 8 semanas. Se observo una hiperglicemia en los controles, como se esperaba, pero los ratones con
la UCn2 mantuvieron unos niveles de 9Iucosa sanguinea normales. Fig. 19B. Los ratones recibieron un suministro
por via IV del AAV8.CBA.UCn2 (5 x 10 . cg, n = 8) o solucidn salina (n = 8) y HFD durante 2 meses, y se llevaron a
cabo las pruebas de tolerancia a la glucosa. Los ratones en ayunas recibieron glucosa (2 mg/g de peso corporal, por
via IP) y se midieron los niveles de glucosa. Los resultados indican que la transferencia génica de la UCn2
promueve la utilizacion de la glucosa y protege frente a una hiperglicemia inducida por la dieta.

La Figura 20 ilustra ejemplos de construcciones de la invencion: abreviaturas: ITR, repeticion terminal invertida;
TRE, elemento de respuesta a la tetraciclina; SVpA, poliA del genoma virico del SV40 (bidireccional); tTA2SM2,
transactivador inverso controlado por tetraciclina; SV40en, potenciador del virus de simio 40; TBG Prom, promotor
de la globulina de union a la hormona tiroidea; RSV Prom, promotor del virus del sarcoma de Rous; FRB-p6, parte
de la FRAP, una proteina de interaccién con la rapamicina, combinada con una subunidad del factor de transcripcion
NF-kB (p65); IRE, sitio de reentrada de la transcripcion interna; ZF, dominio de unién al ADN en dedo de cinc HD1;
FKBP, proteina de union a la FK506; pA, segmento minimo de poliadenilacion; ZBD, dominio de unién al ADN en
dedo de cinc HD (8 copias).
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REIVINDICACIONES

1. Un vector que comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica una proteina o un péptido paracrino
para su uso en un método para tratar, mejorar o proteger a un sujeto que padece una insuficiencia cardiaca
congestiva que comprende proporcionar y administrar o suministrar el vector a una célula del sujeto, o a un sujeto en
necesidad del mismo

en el que la proteina o el péptido paracrino comprende una proteina o un péptido de la Urocortina-2 (UCn-2), y el
vector es un virus adenoasociado (AAV).

2. El vector para su uso segun la reivindicacion 1, en el que la proteina o el péptido paracrino comprende
adicionalmente: una Serelaxina de mamifero, una Relaxina-2, una Urocortina-1 (UCn-1), una Urocortina-3 (UCn-3),
un Péptido Natriurético Cerebral, una Sintasa de Prostaciclina, una Hormona del Crecimiento, un Factor de
Crecimiento Insulinoide-1 o cualquier combinacién de los mismos; o, una Serelaxina humana, una Relaxina-2, una
Urocortina-1, una Urocortina-3, un Péptido Natriurético Cerebral, una Sintasa de Prostaciclina, una Hormona del
Crecimiento, un Factor de Crecimiento Insulinoide- 11, o cualquier combinacién de los mismos.

3. El vector para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el vector es administrado o
suministrado al individuo o al sujeto en necesidad del mismo por via oral, mediante una inyeccién intramuscular (IM),
mediante una inyeccién intravenosa (IV), mediante una inyeccién subcutanea (SC) o intradérmica, mediante una
inyeccién intratecal, mediante una inyeccion intraarterial (IA), mediante una inyeccion intracoronaria, mediante
inhalacion, mediante un aerosol o mediante un sistema de suministro de particulas biolistico, o0 mediante el uso de
un "cafion de genes", de una pistola de aire o de un cafién de genes HELIOS™ (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA).

4. El vector para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que a una célula del sujeto se le
administra un estimulo o una sefal que induce la expresion del acido nucleico, o que induce o activa un promotor
que induce la expresion del &cido nucleico.

5. El vector para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el vector esta formulado
en una formulacion farmacéutica.

6. El vector para su uso segun la reivindicacion 5, en el que el vector esta formulado en una vesicula, un liposoma,
una nanoparticula o una particula nanolipidica (NLP).

7. El vector para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el vector estd en una célula
aislada o cultivada, y opcionalmente la célula es una célula de mamifero, una célula cardiaca o una célula humana,
una célula de un primate no humano, una célula de mono, una célula de ratén, una célula de rata, una célula de
cobaya, una célula de conejo, una célula de hamster, una célula de cabra, una célula bovina, una célula equina, una
célula ovina, una célula canina o una célula felina.

8. El vector para su uso segun una de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el vector estd formulado o es
suministrado con, en o junto con, una endoprotesis vascular, un érgano artificial o un implante.

9. El vector para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el vector expresa la proteina o
el péptido paracrino in vitro o ex vivo.

10. El vector para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el vector AAV se selecciona
entre el AAVS, el AAV6, el AAVS, el AAV9 o el AAV.rh.10.

11. El vector para su uso segun la reivindicacion 10, en el que el vector AAV es el AAV8 o el AAV9.

12. Un vector que comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica una proteina o un péptido de la
urocortina 2 (UCn2) humana para su uso en el aumento de la funcién cardiaca en un sujeto en necesidad del mismo
gue comprende proporcionar y administrar o suministrar el vector a una célula del sujeto, 0 a un sujeto en necesidad
del mismo, en el que el vector es un virus adenoasociado (AAV) AAV8 o AAV9.

13. El vector para su uso segun la reivindicacion 12, en el que el vector esta formulado en o en forma de una
vesicula, de un liposoma, de una nanoparticula o de una particula nanolipidica (NLP).

14. El vector para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el vector esta formulado para
su administracion por via oral, mediante una inyeccion intramuscular (IM), una inyeccion intravenosa (IV), una
inyeccion subcutanea (SC) o intradérmica, una inyeccién intratecal, una inyeccion intraarterial (I1A), una inyeccion
intracoronaria, inhalacién o una administracion mediante aerosol, opcionalmente en el que la administracion es
mediante una inyeccion intravenosa (V).
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
Expresion del IGFI activada por la tetraciclina
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Figura 4A
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Figure 4B

Tabla 4. Ecocardiografia: efectos de la expresion del IGFI en el misculo esquelético en la ICC

IGF desactivado (9) IGF activado (10) P
5 10 semanas . 10 semanas
semanas después del Cambio 5 Semanas después del |Cambio (%)
después del IM ﬂM (%) |después del IM ﬂM

FC-pm-| 34116 | 340x9 | JE | 355200 | 351210 [-394102 | 085
DDF - ,

o 10,0£02 | 99+04 |-0,1+i03] 98+03 92403 |-0,1+£04 | 0,56

'ﬁi: 79+04 82+0,5 |03+03| 7.9+05 7,1£04 | -09+04 | 0,03

FE (%) 41+3 39+3 |-14+24] 37+4 45+2 |48,6+31] 0,02

FC, frecuencia cardiaca; DDF, diametro diastolico final; DSF, diametro sistolico final; FE, fraccion de
eyeccion del VI. Los datos indican la media £ EE. Valores de probabilidad de un ANOVA bifactorial, que
muestra el efecto del IGFI. Referencia 5
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 14
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Figura 15A
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Figura 16A Figura 16B
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Figura 17B

Figura 17A

120 = Ucnl (nM)

=
E
(=]
b4
=
1]
. =
=
5]
.‘\c
[013U0D 3P %
HQT 9p uoIeIaqIT]
™
=
&)
o
+
o]
p-d
o
Z
Rt
z
L]
Z

Control

49



ES 2 660 492 T3

Figura 18A Figura 18B
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Figura 20
A. AAV8.CBA.UCn2 Tamaifio total
||TR I I 5V40.en |F'romotor de la B-actina de pollol ucn2 I sval ] ITR |
11425 245 1345 345 245 25 41

B. AAV8.TBG.UCn2

—
(MR ] | svacen [ oo T ucna[svpa | [ iR |

11425 245 22 345 245 25 14|

C. AAVBCBAUCN2tet

mr | | TR [uciaisvpa| rrazsm2  [Promotor de la B-actina de polio] svaoen | [iTr |

114 25 475 345 245 765 1345 245 25 141

D. AAVB.TBG.UCn2.tet

R[] me fucm[svea] rmosme | &ise [ svaven [ [imr]
1425 475 245 765 m 245 25 141
E. AAVBRSVUCn2.rap
Fromotor

Jres| zr Asvpa| [mr| [ asiopo
21 350 1174 30 375 345 245 25 I4]

ITRl I ] delRsv
11425 245 329

F. AAV8.TBG.UCn2rap

en | oavee zF
m 900 221 350 1174 3 375 345 245 25 141

52



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

