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DESCRIPCION
Vectores AAV para terapia génica vascular en cardiopatia coronaria e isquemia periférica
Campo de la invencion

La invencion se encuentra en el campo de la terapia génica. Mas especificamente, la invencion trata la provision de
una terapia génica para cardiopatia coronaria e isquemia periférica en mamiferos.

Antecedentes

La cardiopatia coronaria es en los paises industrializados, a pesar de una terapia mejorada como la
revascularizacion de un vaso coronario ocluido, ahora como antes, la principal causa de muerte (Lloyd-Jones et al.,
Circulation 2010, 121:e46-e215). Ademas de la manifestacion de la cardiopatia coronaria como infarto de miocardio
agudo, la oclusion lenta crénica de un vaso coronario también puede conducir a isquemia miocardica, que en la
evolucion lleva a una insuficiencia cardiaca hasta fallo cardiaco (Suero et al., J Am Coll Cardiol 2001, 38:409-14).

La enfermedad isquémica crénica del musculo cardiaco o musculo periférico se trata actualmente mediante medidas
quirdrgicas o intervencionistas, para revascularizar redes vasculares estrechadas u ocluidas. Aunque en los ultimos
afios pudo mejorarse claramente la terapia medicamentosa después de reabrir el vaso cerrado y, por lo tanto, la
supervivencia libre de eventos de los pacientes, algunos pacientes aun desarrollan una insuficiencia cardiaca (Levy
et al., N Engl J Med 2002, 347:1397-402). En una poblaciéon de pacientes creciente, estrategias terapéuticas
convencionales estan agotadas y se esperan beneficios clinicos de terapias de neovascularizacion adyuvantes
(angiogénesis/arteriogénesis).

Estudios preclinicos (Kupatt et al., J Am Coll Cardiol 2010, 56: 414-22) y estudios clinicos anteriores (Rissanen y
Yla-Herttuala, Mol Ther 2007, 15: 1233-47) no pudieron demostrar un aumento de la perfusién, cuando la
angiogénesis (crecimiento capilar) se forzaba en ausencia de maduracion microvascular, es decir, reclutamiento de
pericitos y células de musculo liso (Jain, Nat Med 2003, 9:685-693; Potente et al., Cell 2011, 146:873-887). Ademas,
la angiogénesis (crecimiento colateral), un elemento esencial de mejora del flujo, no prolongé el tiempo de marcha
en pacientes con isquemia de las extremidades critica, cuando se empleo tratamiento de apoyo de GM-CSF sin
induccion del crecimiento y estabilizacion microvascular (van Royen et al., Circulation 2005, 112:1040-6). En
contraposicion a esto, la colateralizacion adaptativa (Schierling et al., J Vasc Res 2009, 46:365-374,) tuvo lugar
cuando se combind un factor proangiogénico como VEGF-A con los factores de maduracion PDGF-B (Kupatt et al., J
Am Coll Cardiol 2010, 56:414-22) o angiopoyetina-1 (Smith et al., J Am Coll Cardiol 2012, 59: 1320-8). Por otro lado,
la inhibicion de sefializacion de NF-kB, que inhibe la expresion de VEGF-A y PDGF-B, llevé a una red colateral
hiperramificada e inmadura (Tirziu et al., Circulation 2012, 126:2589-600). En consecuencia, es necesario un
aumento de microvasos estables y regulados para inducir neovascularizacién funcional.

La supervivencia libre de eventos de los pacientes podria mejorarse claramente mediante una terapia génica para la
angiogénesis, arteriogénesis y la funcion cardiaca mejorada. Sin embargo, para ello es necesario usar el vector de
terapia génica correcto y las moléculas diana correctas. La presente invencion resuelve este problema
proporcionando vectores AAV para la terapia génica vascular en la cardiopatia coronaria.

Hinkel et al. (Cardiovasc. Res. 2012, 93(S1):S117) divulga vectores AAV que codifican timosina B4 para el
tratamiento de miocardiopatia isquémica.

SUMARIO

En una forma de realizacion, la invencion se refiere a un vector viral adenoasociado (vector AAV) que comprende un
gen que codifica para un factor de transcripcion relacionado con miocardina A (MRTF-A).

El vector AAV puede ser AAV2/9 o un vector AAV pseudotipado con proteinas de envuelta de AAV9,
preferentemente AAV2.9, AAV1.9 o AAV6.9.

En una forma de realizacion, el gen se encuentra bajo el control de un promotor cardioespecifico. En una forma de
realizacion, el gen se encuentra bajo el control de un promotor de CMV, de un promotor de MRC2, de un promotor
de MyoD o de un promotor de troponina.

Ademas, la invencion se refiere también a una composicién farmacéutica que comprende un vector AAV de acuerdo
con la invencién y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La invencién comprende también un vector AAV de acuerdo con la invencién o una composicién farmacéutica de
acuerdo con la invencién para su uso como medicamento. En una forma de realizacion, el vector AAV de acuerdo
con la invencién o la composicion farmacéutica de acuerdo con la invencion sirve para su uso en el tratamiento de
cardiopatia coronaria o isquemia periférica en un mamifero, preferentemente en un ser humano, un ratén, un conejo
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o un cerdo. La cardiopatia coronaria puede ser un infarto de miocardio agudo, isquemia miocardica, angina de pecho
estable y/o miocardio hibernante.

En una forma de realizacién, el mamifero es un paciente humano sin opcion.
Descripcion de las figuras

Figura 1: Angiogénesis inducida mediante activacion de MRTF vy translocacion en el ndcleo celular a través de
activacion de CCN1 y CCN2

(a,b) La transfeccion con MRTF-A aumentd la migracion de células endoteliales en una prueba de rascado de
herida in vitro (area delimitada = area descubierta); y (c,d) Formacion de tubos de células endoteliales
microvasculares humanas (HMEC) in vitro (Ipf = campo de baja potencia). La sobreexpresion de T34 mostro
efectos similares, si no se administré conjuntamente ARNhc de MRTF o se usé un mutante de T4 (TR4m), que
carece del motivo de union de actina G KLKKTET (barra de tamafio: 200 um). (e) La transfeccion de T4 de
células HL-1 miociticas permitio la translocacion al nucleo celular (fluorescencia azul) de MRTF-A (fluorescencia
verde), un efecto que falté cuando el constructo de T4m se uso sin el sitio de unién a actina G (barra de
tamafio: 20 pm). (f) La transfeccion de TB4 de células HL-1 indujo un indicador de luciferasa sensible a MRTF-
SRF (que comprende tres copias del sitio de unidon a SRF c-fos = p3DA.Luc, véase Posern et al., Mol. Biol. Cell
2002, 13:4167-78), en contraposicion a la transfeccion con mutante de TB4. (g) La formacién de tubos inducida
por T4 se elimind en el caso de cotransfeccion de ARNhc del gen objetivo de MRTF-SRF CCN1 (Cyr61) (barra
de tamafo: 200 um). (h,i) Maduracion de tubos, evaluado como reclutamiento de pericitos (PC, fluorescencia
verde) en anillos endoteliales (anillos EC, fluorescencia roja; barra de tamafio: 200 ym), se indujo mediante
MRTF-A 'y TR4. La cotransfeccion de ARNhc contra el gen objetivo MRTF CCN2 (CTGF) elimind el efecto de T34
(promedio + desviacion estandar, n= 5, * p<0,05, ** p<0,001).

Figura 2: La cascada de sefializaciéon de TB4-MRTF-A induce angiogénesis in vitro

(a) La transfeccion de TB4 de células HL-1 de cardiomiocitos permite la translocacion de MRTF en el nucleo
celular, un efecto que falta cuando se usé un constructo de TB4m sin sitio de union a actina. (b) El analisis del
nivel de proteina de MRTF-A en el nicleo celular por medio de inmunotransferencia de tipo Western mostré un
nivel de proteina de MRTF-A elevado después de la sobreexpresion de T34 en células HL-1. TB4m no aumentd
el nivel de MRTF-A. (c,d) qRT-PCR muestra que CCN1/2-ARNhc evité el enriquecimiento de transcritos de
CCNLI/2 después de la expresion de TB4. (e,f) Las células HL-1 cardiomiociticas transducidas con rAAV.T(4
indujeron angiogénesis (formacién de tubos) en células endoteliales cocultivadas con células HL-1, cuando no se
cotransdujo ningin ARNhc de MRTF, mientras que rAAV.TB4m no tuvo ningun efecto (barra de tamario:
200 pm). (g,h) Los niveles de expresion de ARNm de MRTF-A- (g) asi como los niveles de proteina de MRTF-A
(h) no se vieron afectados por la sobreexpresién de T4, sino que aumenta significativamente después de la
transfeccion de MRTF-A. (i,j) La formacion del tubo después de la liberacion de TR4 de células HL-1
transducidas con rAAV.TR4 se alter6 mediante el ARNhc de CCN1 (barra de tamafio: 200 um). (k,l) La
cotransfeccion de rAAV.TB4 y ARNhc de CCN2 no afectd la formaciéon de tubos inducida por TR4. Ademas,
ARNhc de CCN1 no cambid el reclutamiento inducido por T4 de células similares a pericitos (promedio +
desviacioén estandar, n= 5, * p<0,05, ** p<0,001).

Figura 3: Importancia de la sefializacion de MRTF para la neovascularizacion in vivo

(a) El analisis de qRT-PCR mostré6 un aumento de MRTF-A en la pata trasera isquémica transducida con
rAAV.MRTF-A. (b) rAAV.MRTF-A indujo genes objetivo MRTF/SRF CCN1 y CCN2 in vivo. (c,d) La transduccion
de rAAV.MRTF-A aumento la relacion de capilares-fibras musculares (c/fm), similar al activador de MRTF Tp4.
rAAV.TB4m, un mutante sin el dominio de unién a actina G, o la aplicacién conjunta de TR4 y rAAV.MRTF-
ARNhc, no tuvieron ningun efecto (tincion de PECAM-1, barra de tamario: 100 um). (e,f) Transduccion mejorada
funcionalmente con rAAV.MRTF-A y -TB4, pero no rAAV.Tf4m o rAAV.TR4 + ARNhc de MRTF la perfusion de la
pata trasera el dia 3 y el dia 7. (g) Después de la delecién de MRTF-B inducida por vector de rAAV.Cre en
ratones deficientes en MRTF-A (Mrtfa”™ /b"™"+rAAV.Cre = MRTF-A/B™Vi) la transduccién de T4 no pudo
inducir angiogénesis, en contraposicion a ratones Mrtfa®/b"™™°* (= MRTF-A/B*"). (h) La perfusion aumentada
con rAAV.TB4 se suprimié en ratones MRTF-A/B”Vi. (i,j) En ratones CCN1" Vi (= CCN1"™"*+rAAV.Cre) se
suprimié el aumento en la relacion de fibras capilares-musculares (tincion de PECAM-1, barra de tamaiio:
100 pm), como también el aumento en la perfusion de la pata trasera (k,|) (promedio * desviacion estandar, n= 5,
* p<0,05, ** p<0,001).

Figura 4: Crecimiento vascular inducido por MRTF-A en isquemia de la pata trasera del ratdn

(a) Protocolo de isquemia de pata trasera en el raton. La administracion de rAAV intramuscular (i.m.) se llevo a
cabo el dia -14 y la arteria femoral se ligo el dia 0. Las siguientes mediciones de flujo Doppler con laser (LDF) se
llevaron a cabo los dias 0, 3 y 7, (b) La inyeccion i.m. de rAAV.Cre indujo transduccién muscular homogénea,
indicado por un cambio de fluorescencia de Tomato (rojo) a fluorescencia de GFP (verde) en ratones con gen
indicador Tomato. (c) La inyeccion i.m. de rAAV.LacZ (3x10'? particulas de virus) llevd a una transduccion
homogénea (tincidn azul) de la pata trasera prevista, pero no de la contraria. (d) Deteccion por gRT-PCR de T34
en las patas traseras isquémicas transducidas con rAAV.TB4, pero no en las patas traseras transducidas por
rAAV.LacZ. (e) El analisis por HPLC mostré un aumento de la concentracion de proteina TR4 en las patas
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traseras isquémicas transducidas con rAAV.TR4. (f) Genes objetivo de MRTF CCN1 y CCN2 inducidos por
rAAV.TR4 in vivo. (g) La maduracion inducida por T4 de los capilares (revestimiento pericitico, tincion con NG2)
se habia suprimido en patas traseras MRTF-A/B”Vi. (h,i) Tanto en ratones MRTF-A"/B""* (MRTF-A
desactivados) y ratones MRTF-A"/B"Vi (MRTF-B desactivados) la transducciéon de rAAV.TR4 provocd un
aumento de la densidad capilar (h) y la perfusion (i). Sin embargo, el efecto de rAAV.TR4 en ratones de tipo
salvaje (MRTF-A"/B™™") fue el mas alto. Ademas, no hubo ninguna diferencia significativa entre ratones
desactivados MRTF-A y MRTF-B (promedio + desviacién estandar, n= 4, * p<0,05 frente al control).

Figura 5: Maduracion microvascular inducida por TR4/MRTF-A: papel esencial para el crecimiento colateral y
perfusion mejorada

(a) El analisis por HPLC mostré un aumento significativo de proteina TB4 después de la transduccion con
rAAV.TB4 de patas traseras de conejo isquémicas, mientras que TR4-Ala especifico de conejo se mantuvo sin
cambios. (b-d) La administracién de rAAV.MRTF-A o rAAV.T4 aumento la densidad capilar (tincion de PECAM-
1) asi como el revestimiento pericitico (tincion de NG2, barra de tamafio: 50 ym), ambos se eliminaron mediante
aplicacion conjunta de angiopoyetina 2 (rAAV.Ang2). (e,f) Las angiografias de las patas traseras isquémicas el
dia 35 mostraron una formacion colateral elevada en animales tratados con rAAV.MRTF-A y rAAV.TR4 (las
flechas indican el sitio de la escision de la arteria femoral). La aplicacion conjunta de rAAV.Ang2 elimin6 este
efecto, (g) rAAV.MRTF-A y rAAV.TB4 indujeron un crecimiento en la perfusion en las patas traseras isquémicas,
siempre que no se aplicaran conjuntamente rAAV.Ang2 o L-NAME, que inhibe la formacion de éxido de nitrégeno
(promedio + desviacién estandar, n= 5, * p<0,05, ** p<0,001).

Figura 6: Crecimiento vascular inducido por TB4-MRTF-A en conejos

(a) Protocolo de un modelo para la isquemia de la pata trasera de conejo (escision de la arteria femoral). (b)
Tincion de B-galactosidasa 5 semanas después de inyeccion i.m. de rAAV.LacZ en la pata trasera de conejo.
(c,d) qRT-PCR de TB4 (c) y angiopoyetina 2 (d), normalizado con respecto a GAPDH, en animales control y de
tratamiento (n = 3). (e,f) La sobreexpresion de T4 solo en la parte inferior de la pata (rAAV.TR4 LL) aumento la
densidad capilar (tincion de PECAM-1) en la parte inferior de la pata, mientras que la transduccion de T4 solo
en el muslo (rAAV.TB4 UL) no influyd en la capilarizacion en la parte inferior de la pata (barra de tamafo: 50 ym).
(g;h) La colateralizacién aumenté en el grupo de rAAV.TB4 UL y en un grado ain mayor en el grupo de
rAAV.TB4 LL, mientras que la perfusion (i) aumentd solo en el grupo de rAAV.TR4 LL y no en el grupo de
rAAV.TB4 UL. (j) En comparacion con los conejos transducidos con rAAV.T(4, la administracion conjunta de L-
NAME no redujo la relacion NG2/PECAM-1, lo que indicé un crecimiento microvascular robusto y equilibrado. Por
el contrario, el tratamiento con L-NAME o rAAV.Ang2 solo no pudo aumentar la relacion NG2-PECAM-1 tanto
como rAAV.TR4. (k) El aumento dependiente de TR4 de la colateralizacién y perfusion se redujo
significativamente cuando se coadministré L-NAME (promedio + desviacién estandar, n= 5, ** p<0,01).

Figura 7: MRTF-A mejora la formacién colateral y la perfusion en miocardio hibernante de cerdos

(a-c) En miocardio de cerdo hibernante (véase la figura 8a) la transduccion de rAAV.MRTF-A asi como la
sobreexpresion ubicua de TR4 (TR4tg, véase la figura 9) indujeron proliferacion capilar (tincion de PECAM-1,
barra de tamario: 50 um) y revestimiento de pericitos (tincion de NG2). (d,e) Se demostré ademas el crecimiento
colateral en corazones transducidos con rAAV.MRTF-A, similar a los corazones de T4tg. (f) La reserva de flujo
regional, obtenida por estimulacién auricular rapida (130 latidos por minuto), se elevé en corazones transducidos
con rAAV-MRTF-A y transgénicos TR4. (g) Funcién miocardica regional, medida por el acortamiento del
segmento subendocardico en reposo y con estimulacion auricular (130 y 150 latidos por minuto), mostré una
reserva funcional mejorada o bien por transduccion de rAAV.MRTF-A o bien en corazones Tf4tg. (h) La fraccion
de eyeccion, un parametro de la funcion miocardica global, se mejoré en animales transducidos con rAAV.MRTF-
A el dia 56 en comparacién con el dia 28. Por el contrario, los animales que sobreexpresan constitutivamente
(TB4tg) no mostraron pérdida de funcién el dia 28. (i) Mecanismos de neovascularizacion terapéutica mediada
por MRTF: La transducciéon de MRTF-A o TB4 induce una cantidad elevada de MRTF-A no unida a actina G, que
interactia con SRF después de la translocacion al nucleo celular e induce, por ejemplo, CCN1 y CCN2 como
genes diana. CCN1 permite el crecimiento capilar (angiogénesis), mientras que CCN2 aumenta el revestimiento
del pericitos (maduracién vascular). Juntos, estos mecanismos inducen el crecimiento colateral de una manera
dependiente de oxido de nitrégeno, lo que lleva a neovascularizacion terapéutica (promedio + desviacion
estandar, n= 5, * p<0,05, ** p<0,001).

Figura 8: Eficiencia funcional del eje TB4-MRTF-A en corazones de cerdo isquémicos crénicos

(a) Protocolo del modelo de cerdo para miocardio hibernante. (b) Deteccion por RT-PCR de MRTF-A y T4 en
cerdos control en comparacion con corazones de cerdo transgénicos rAAV.TR4 y TR4 (TR4tg), (c) Ejemplos de
tincion de LacZ (azul) después de retroinfusion de rAAV.LacZ (5x10'? particulas de virus) en el corazén de cerdo,
(d) Antes del tratamiento (el dia 28), el analisis de retencién de microesferas fluorescentes en reposo mostré un
flujo sanguineo reducido en el area isquémica de corazones rAAV.LacZ y rAAV.MRTF-A, pero no en corazones
TR4tg, similar a la reserva de flujo (e) a una frecuencia cardiaca rapida (130 Ipm). (f) A las 4 semanas después
del tratamiento (dia 56), el flujo sanguineo miocardico regional en reposo mejoré en animales rAAV.MRTF-A y
TR4tg. (g) Ademas, el valor de Rentrop mostré una colateralizacion elevada en el dia 56 en corazones
transducidos con rAAV.MRTF-A o TR4tg. (h) Ejemplos de analisis de MRT en el dia 56 para corazones de cerdo
control (izquierda) y tratados con rAAV.MRTF-A, (i) La presion diastdlica final en el ventriculo izquierdo (LVEDP)
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aumentd en corazones isquémicos desde el dia 28 hasta el dia 56, cuando MRTF-A no se sobreexpreso.
Corazones Tf4tg, que sobreexpresaron constitutivamente T4, no mostraron ninguna variacion del dia 28 al dia
56 (promedio * desviacion estandar, n= 5, * p<0,05, ** p<0,001).

Figura 9: Produccion de cerdos transgénicos T34

Se aislaron y cultivaron fibroblastos de cerdos donantes. pCMV-T34 se transfecté por medio de electroporacion y
las células se cultivaron durante 14 dias. Después de la deteccién de la transfeccion estable de T4, se realizd
una transferencia de nucleo celular somatico en ovocitos de cerdo. A continuacion se analizo la expresion de T4
y se cultivaron fibroblastos de animales que expresan T4 y a continuacién se usaron para una segunda
transferencia nuclear somatica. Después del genotipado, se usaron animales de esta generacion para el modelo
de cerdo de isquemia croénica.

Figura 10: Los MRTF son necesarios para la cardioproteccion inducida por T34

(a,b) El crecimiento capilar inducido por rAAV.TR4 (tincion de PECAM-1) y (c) revestimiento de pericitos (tincion
de NG2, barra de tamafio 50 ym), en caso de que la administracién conjunta de rAAV.MRTF-ARNhc no impida
ambos procesos. (d,e) El crecimiento colateral se demostré en animales transducidos con rAAV.TB4, pero no
después de la administracion conjunta de rAAV.MRTF-ARNhc. (f) Los valores de Rentrop mostraron una
colateralizacion elevada después de la transduccion de rAAV.TR4, excepto en el caso de la administracion
conjunta de MRTF-A ARNhc. (g) Flujo sanguineo miocardico regional con reserva de flujo (estimulacién auricular
130/min) mejorado en animales tratados con rAAV.T(4, pero no en corazones rAAV.TR4 + ARNhc de MRTF. (h)
El analisis de la fraccion de eyeccién mostré una funcion mejorada de miocardio sistdlica en animales
transducidos con rAAV.TR4 (dia 56), en comparacion con el dia 28 (dia de la transduccion). No se observo
ninguna mejora de la fraccién de eyeccion en corazones tratados con rAAV.T4+ARNhc de MRTF. (i) Imagenes
de MRT de corazones transducidos con rAAV.TB4 sin (izquierda) o con (derecha) coadministracion de
rAAV.MRTF-ARNnhc. (j) Funcidon miocardica regional, medida por el acortamiento del segmento subendocardico
en reposo y con estimulacion auricular (130 y 150 Ipm) muestra una reserva funcional aumentada tras
transduccion con rAAV.TR4, pero no con rAAV.TR4+ARNhc de MRTF (promedio *+ desviacion estandar, n= 5, *
p<0,05, ** p<0,001).

Figura 11: Produccion y fenotipado cardiaco de cerdos transgénicos INS®**" (diabetes mellitus tipo 1)

(a) Proceso de produccién de cerdos transgénicos INS“®*". (b) Niveles de glucosa en sangre de cerdos de tipo
salvaje y diabéticos. (c) Tincidon de fluorescencia de células endoteliales (células PECAM-1 positivas, rojo) y
pericitos (células NG-2 positivas, verde). (d) Numero de células endoteliales en el miocardio de cerdos de tipo
salvaje y diabéticos. (e) Presion diastodlica final ventricular izquierda en animales con diabetes mellitus tipo | y
animales de tipo salvaje.

Figura 12: Caracterizacion del modelo de miocardio isquémico crénico con factores de riesgo cardiovascular

(a) Protocolo del modelo de cerdo miocardio hibernante con diabetes mellitus tipo | o hipercolesterolemia. (b)
Concentracion de glucosa en sangre de los grupos individuales de animales durante la duracion de ensayo:
Control de tipo salvaje; tipo salvaje tratado con rAAV.TR4; control con diabetes; diabetes tratada con rAAV.T4.
(c,d) Niveles de triglicéridos y colesterol en suero en animales con hipercolesterolemia (alimentacién alta en
grasas) y alimentaciéon normal.

Figura 13: Influencia de la aplicacién de rAAV.TB4 en animales con diabetes mellitus tipo | en angiogénesis y
arteriogénesis

(a) Tincidn de fluorescencia de células endoteliales (células PECAM-1 positivas, rojo) y pericitos (células NG-2
positivas, verde) en miocardio de cerdo hibernante de animales diabéticos y de tipo salvaje. (b,c) Numero de
células endoteliales y pericitos. (d) Numero de colaterales formados. (e) Puntuacién de Rentrop.

Figura 14: Eficiencia funcional de una aplicacion de rAAV.Tf4 en animales con diabetes mellitus tipo |
(a,b) Presion ventricular izquierda-diastdlica final en los dias 28 y 56 asi como su variacion entre estos tiempos.
(c,d) Fraccion de eyeccion en los dias 28 y 56 asi como su variacion entre estos tiempos.

Figura 15: Influencia de los niveles elevados de colesterol en la angiogénesis y arteriogénesis mediada por T34
Numero de (a) células endoteliales, (b) colaterales y (c) puntuacion de Rentrop en el area isquémica de animales
control hipercolesterolémicos y animales tratados con rAAV-T(4.

Figura 16: Eficiencia funcional de una aplicacion de rAAV.Tf4 en animales con hipercolesterolemia

(a,b) Presion diastdlica final ventricular izquierda en los dias 28 y 56 asi como su variacion entre estos tiempos
en animales control hipercolesterolémicos y animales tratados con rAAV-TR4. (c,d) Fraccion de eyeccion en los
dias 28 y 56 asi como su variacion entre estos tiempos en animales control hipercolesterolémicos y animales
tratados con rAAV-TR4. (e) La funcion miocardica regional, medida como acortamiento del segmento
subendocardico en reposo y con frecuencia cardiaca aumentada (130 y 150 latidos por minuto).

Figura 17: pretratamiento con rAAV.T4 y rAAV.MRTF-A en un modelo de ratén de septicemia
(a) Protocolo de ensayos de septicemia en ratones. (b) Esquema de puntuacién de la evaluacion de sintomas de
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septicemia en ratones y establecimiento de los criterios de terminacion. (c) Valores de presion arterial periférica
después de 12 y 24 horas en animales con septicemia tratados con diferentes rAAV. (d) Puntuaciones de los
sintomas de los animales con septicemia en los grupos de ensayo. (e) Supervivencia acumulativa después de
septicemia inducida por LPS.

Figura 18: Papel de MRTF-A y TB4 para la integridad vascular en la septicemia

(a, b) Analisis histolégicos de las células endoteliales (células positivas para PECAM-1) y los pericitos (células
positivas para NG-2) en el corazén y en la musculatura periférica de ratones con septicemia. (c, d) Imagenes de
ejemplo y andlisis cuantitativo para una medicién de permeabilidad por medio de dextrano de alto peso molecular
marcado con fluorescencia 6 horas después de la induccién de septicemia.

Descripcion detallada de la invencién

En nuestros experimentos (véanse los ejemplos) hemos descubierto que la combinacion de un vector de accion
prolongada y la sobreexpresion de un factor de crecimiento vasoactivo efectivo representa una opcion terapéutica
para pacientes con enfermedades isquémicas cronicas en el tejido esquelético o muscular cardiaco. La combinacion
de un vector viral adenoasociado y el transgén de B4 (TB4) o MRTF-A de timosina conduce a una
neovascularizacion terapéutica robusta en tres especies (ratén, conejo y cerdo). Esta neovascularizacion terapéutica
a su vez conduce a una perfusion claramente mejorada en los modelos de enfermedad oclusiva arterial periférica asi
como isquemia miocardica crénica. En el modelo de miocardiopatia isquémica crénica en el cerdo, también conduce
a una la funcién cardiaca aumentada. Este efecto especifico también se puede lograr en animales grandes con
factores de riesgo cardiovascular adicionales (niveles de azucar o lipidos aumentados).

Una caracteristica clave de la activacion de MRTF-A es la translocacién al nlcleo celular después de reducir los
niveles de actina G y la exportacion desde el nucleo, cuando aumenta la cantidad de actina G (Miralles et al., Cell
2003, 113:329-42; Vartiainen et al., Science 2007, 316:1749-52). La expresion forzada de MRTF-A o T4, un péptido
que activa el MRTF-A por la union de actina G (figura 1), inicia una respuesta de crecimiento microvascular y
macrovascular orquestada en el caso de isquemia cronica de células periféricas (figura 3.5) y de musculo cardiaco
(figura 7). De acuerdo con esto, la disfuncion crénica de miocardio de cerdo hibernante se desencaden6 mediante
sobreexpresion directa de MRTF-A como activacion de MRTF-A por medio de TR4 (figura 7). La nocion de que la
sefalizacion de MRTF-A-SRF proporciona miofilamentos es de particular interés dado que una pérdida del
citoesqueleto de actina es un sello distintivo del miocardio hibernante, que se provoca por hipoperfusién coronaria
cronica (Bito et al.,, Circ Res 2007, 100:229-37). Por lo tanto, MRTF-A se encuentra en el sitio de corte de
regeneracion de miocitos y vascular en el miocardio hibernante. T4, el péptido de union a actina G mas frecuente
del citosol, puede afectar al crecimiento vascular a través de la migracion endotelial y la proliferacion (Grant et al., J
Cell Sci 1995, 108:3685-94; Smart et al., Nature 2007, 445:177-82). Se descubri6 un papel esencial de MRTF-A en
la sefalizacion de TB4 in vitro e in vivo, dado que el ARNhc de MRTF-A pudo suprimir la migracion endotelial y la
proliferacion (figuras Ib,d), asi como el crecimiento micro- y macrovascular (figura 3d,f) y la mejora funcional del
corazoén (figura 10). En consecuencia, la deficiencia especifica del endotelio en MRTF provocé el desarrollo
incompleto del plexo vascular primario en la retina en desarrollo (Weinl et al., J Clin Invest 2013, 123:2193-206).
Ademas, SRF, el objetivo principal de MRTF-A, se identificé recientemente como esencial para el comportamiento
de las células parietales en angiogénesis proliferativa después de la estimulacion con VEGF-A (Franco et al.,
Development 2013, 2321-33; Andoh et al.,, J Biochem 2006, 140:483-9). Sin embargo, VEGF-A conduce al
crecimiento de capilares inmaduros e inestables (Dor et al., EMBO J. 2002, 21:1939-47), en contraposicion a T34-
MRTF-A, lo que indica una diferencia en la sefializacién de los dos factores de crecimiento vascular.

Tomados en conjunto, nuestros datos muestran que la activacion de TB4/MRTF mejora el flujo sanguineo colateral
en el corazon isquémico y la pata trasera mediante induccion de CCN1/CCN2. A nivel celular, esta respuesta va
acompafada de la proliferacion endotelial mediante CCN1 (CYR61) y maduracion, es decir, revestimiento de
pericitos, mediante CCN2 (CT-GF), lo que conduce a una red vascular estable y funcional, que puede portar flujo
sanguineo colateral y mejorar la conductividad. El revestimiento de pericitos es esencial en este sentido, dado que
Ang-2 al eliminar el revestimiento de pericitos (Ziegler et al., J Clin Invest 2013, 123:3436-45) elimind los efectos
positivos ejercidos por la sefalizacion de T4 MRTF (figura 5). Este hallazgo muestra el papel central de la
maduracién vascular y el crecimiento vascular equilibrado y proporciona nuevas rutas terapéuticas para la
neovascularizacion funcional.

Por lo tanto, en una primera forma de realizacion, la invencion comprende un vector viral adenoasociado (vector
AAV) que comprende un primer gen que codifica para un factor de transcripciéon relacionado con miocardina A
(MRTF-A). Los vectores AAV son en este sentido particulas que presentan la envuelta de un virus adenoasociado,
mientras comprenden en su interior un ADN monocatenario, que codifica un gen de interés. El gen de interés puede
introducirse en la célula diana por infecciéon de una célula diana con el vector AAV.

El MRTF-A puede proceder de un ser humano, un ratén, un conejo, un cerdo, o cualquier otro mamifero.

Se prefiere especialmente el uso de un vector AAV, que presenta proteinas de envuelta, en particular la proteina
cap, de AAV9. AAV9 presenta un tropismo del musculo cardiaco y, por lo tanto, ofrece una expresién homogénea y
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estable en el musculo cardiaco de una pluralidad de especies. Sin embargo, también puede usarse un vector AAV
pseudotipado con AAV9. Por este se entiende un vector que presenta proteinas de envuelta de AAV9, proteinas
expresadas de otra manera de otra cepa y también elementos gendémicos, por ejemplo, las repeticiones terminales
internas (ITR) de esa otra cepa. Por ejemplo, AAV2.9 es un vector AAV2 pseudotipado con proteinas de envuelta de
AAV9. Para la presente invencion se ofrecen AAV2.9, AAV1.9 y AAV6.9 como vectores pseudotipados. Mediante el
uso de un vector trépico de musculo cardiaco se garantiza que la expresion de MRTF-A tiene lugar en el musculo
cardiaco, donde puede iniciar la neovascularizacién terapéutica.

Como alternativa, en particular para el tratamiento de isquemia periférica, puede usarse también un vector AAV con
tropismo del musculo esquelético. Ejemplos de ello son AAV6, AAV1, AAV9, o vectores pseudotipados con estas
cepas.

El gen MRTF-A en el vector de acuerdo con la invencidon se encuentra preferentemente bajo el control de un
promotor cardioespecifico, es decir, de un promotor que permite la expresion principalmente en el musculo cardiaco.
Promotores cardiospecificos a modo de ejemplo son el promotor de MLC2, el promotor de la cadena pesada de a-
miosina (promotor de a-MHC) y el promotor de troponina | (promotor de Tnl). Sin embargo, también pueden usarse
otros promotores constitutivos o inducibles, por ejemplo, un promotor de CMV o un promotor de MyoD. El gen
MRTF-A también puede encontrarse bajo el control de varios promotores.

Procedimientos para la produccion de vectores AAV para la transferencia de genes especificos de interés son
conocidos en el estado de la técnica (véase, por ejemplo, Bell et al.,, J Clin Invest 2011, 121:2427-35). Un
procedimiento consiste en la transfeccion triple de una linea celular productora adecuada, por ejemplo, U293, y
posterior purificacion con gradientes de cloruro de cesio, tal como se describe en la seccion "material y métodos" a
continuacion. En este sentido se transfectan células productoras con tres vectores: En un primer vector esta
codificado el gen de interés, flanqueado por sefiales de empaquetamiento correspondientes; en un segundo vector
estan codificadas las proteinas AAV necesarias, en particular rap y cap; y un tercer vector proporciona funciones
auxiliares adenovirales, sin las que no es posible la produccion de particulas de AAV.

En una forma de realizacién adicional, la invencién se refiere también a una composicién farmacéutica que
comprende el vector de acuerdo con la invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La composicion
farmacéutica puede estar destinada a cualquier tipo de administracién conocida por el estado de la técnica. Se
prefieren composiciones para inyeccion intravenosa o intramuscular. La composicion farmacéutica puede
comprender adicionalmente sales, tampones, estabilizadores, colorantes, aglutinantes, saborizantes, etc.

La invencion se refiere también al vector AAV de acuerdo con la invencién o a la composicién farmacéutica de
acuerdo con la invencién para su uso como medicamento. En particular, puede tener lugar el uso en un mamifero
para el tratamiento de cardiopatias coronarias o isquemia periférica. Mamiferos preferidos son ser humano, cerdo,
conejo y ratén.

En este sentido, por una "enfermedad coronaria" se entiende una enfermedad de los vasos coronarios. La
cardiopatia coronaria puede ser isquemia miocardica, infarto cardiaco agudo (infarto de miocardio), angina de pecho
estable y/o miocardio hibernante, pero también arritmias cardiacas y/o insuficiencia cardiaca. En el caso de una
"isquemia periférica" se trata de un riego sanguineo insuficiente o una pérdida completa de riego sanguineo de un
tejido u 6rgano fuera del corazén, mientras que una "isquemia miocardica" afecta al musculo cardiaco en si.

Los vectores de acuerdo con la invencién son particularmente adecuados para el tratamiento de los denominados
pacientes "sin opcion". En tales pacientes, se han agotado todas las posibilidades intervencionistas y quirirgicas de
una terapia. En general se intenta ralentizar la progresion de la enfermedad por medio de terapia medicamentosa.
Sin embargo, esto tiene como objetivo una reduccidn de lipidos e inhibicion plaquetaria, pero no la
neovascularizacion. La neovascularizacion terapéutica puede superar este obstaculo, siempre que se usen rutas de
sefializacion moleculares, que conducen a una neovascularizaciéon equilibrada. MRTF-A y también T34 son dos
moléculas que inducen este tipo de neovascularizacion equilibrada (capilares, maduracién microvascular y la
formacion colateral) en el tejido isquémico, y esto en ausencia simultanea de efectos secundarios no deseados.

Asimismo, los vectores de acuerdo con la invencion son especialmente adecuados para el tratamiento de sujetos
que estan cargados con factores de riesgo cardiovasculares adicionales. En este sentido puede tratarse de diabetes
mellitus, en particular diabetes mellitus tipo | o tipo Il. El factor de riesgo puede ser también una concentracion
elevada de colesterol en la sangre (hipercolesterolemia), tal como puede provocarse, por ejemplo, por una
alimentacién demasiado rica en grasa. La concentracion de colesterol elevada puede ser una concentracion de
colesterol LDL elevada o una concentracion de colesterol HDL elevada.

Ejemplos

Ejemplo 1: Induccién de los rasgos distintivos de la angiogénesis por MRTF-A in vitro

Se encontro (figuras 1a-d) que MRTF-A indujo rasgos distintivos de la angiogénesis, es decir, migracion y formacion
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de tubos de células endoteliales microvasculares humanas cultivadas, en un grado similar a TR4. El efecto
proangiogénico de MRTF-A dependia del motivo de unién a actina G de T4, dado que la mutacién de este dominio
y la supresion de la union a actina G elimind el efecto de TB4 sobre el crecimiento vascular, al igual que un ARNhc,
que al mismo tiempo interferia con la transcripcion de MRTF-A y -B (ARNhc de MRTF; Leitner et al., J Cell Sci 2011,
124:4318-31). De acuerdo con esto, TR4 aumentd la translocacion de MRTF-A al nucleo celular (figura le, figura 2a-
b), asi como la transcripcién de un gen indicador dependiente de MRTF/SRF, que contenia tres sitios de union a
SRF del promotor de c-fos (p3DA.Luc, figura 1f; Geneste et al., J Cell Biol 2002, 157:831-8). Tanto MRTF-A como
TR4 indujeron la expresion de genes que estan implicados en el crecimiento microvascular, en particular CCN1, que
media la angiogénesis (Hanna et al., J. Biol. Chem. 2009, 284:23125-36), y CCN2, que es relevante para la atraccion
de células similares a pericitos 10T1/2 (figuras 2c-g; Hall-Glenn et al., PLoS ONE 2012, 7:30562). Se observa que
la transfeccion de T4 no afectd el contenido de MRTF-A (figura 2h), en contraposicion a la transfeccion de MRTF-A.
De acuerdo con el hecho de que los CCN1/2 MRTF estan aguas abajo y son relevantes para la vascularizacion,
evitd la interrupcion con la formacion de tubos inducida por TB4 de ARNhc de CCN1 (figura 1 g), mientras que
ARNhc de CCN2 interrumpi6 la union de una linea celular de tipo pericito murino (C3H/10T1/2) a los tubos
endoteliales in vitro (figuras 1i-j).

Ejemplo 2: Tratamiento de la isquemia de |a pata trasera en el ratdon con terapia génica de MRTF-A basada en AAV

Para mostrar adicionalmente la relevancia de la sefializacion de MRTF-A in vivo, se usé un modelo de ratén con
isquemia de la pata trasera. Inyeccion intramuscular de vectores AAV recombinantes (rAAV, figuras 4a-c) aumento la
concentracion tisular de proteinas diana en la pata tratada (figura 3a) y los niveles de transcrito de los mediadores
posteriores CCN1 y CCN2 (figura 3b; figuras 4d-f). De acuerdo con esto, rAAV.MRTF-A indujo crecimiento capilar
(figuras 3c,d) y aumento de la perfusion en el dia 7 (figuras 3e-f). Como activador aguas arriba, T4 tuvo un efecto
similar sobre el crecimiento y funcién vascular (figuras 2c-f), siempre que no faltara el motivo de unioén a la acciéon G
(TB4m) o se coadministrara un rAAV.MRTF-ARNhc. Este vector codifica un ARNhc, que se dirige tanto contra
MRTF-A como MRTF-B y tiene la secuencia 5'-GAUCCCCGCAUGGAGCU
GGUGGAGAAGAAUUCAAGAGAUUCUUCUCCACCAGCUCCA UGUUUUUGGAAA-3' (SEQ ID NO:1). Para
investigar mas a fondo la relevancia de los MRTF en el crecimiento vascular inducido por TR4, se administré
rAAV.Cre. en patas traseras de Mrifa”-Mrtfb™""* para generar deficiencia doble MRTF-A/B. En los MRTF-A/B-
desactivados inducidos por Cre, TB4 no pudo, el dia 7 después de la induccion de isquemia, estimular el crecimiento
capilar (figura 3 g) y el reclutamiento de pericitos (figuras 4 g-h) y mejorar la perfusion (figura 3 h, figura 4i). De
manera similar, las patas traseras mostraron cuando rAAV.Cre se administré6 en ratones CCN‘Iﬂ"X/ﬂ"X, ningun
aumento mediado por TB4 de los capilares (figuras 3i,j) o perfusidon en el dia 7 (figuras 3k,l). Por lo tanto, la
transduccién de MRTF-A o la activacion de MRTF mediante secuestro de actina G mediado por TR4 estimula la
transcripcion de CCN1, para mediar la regeneracion vascular funcional.

Ejemplo 3: Tratamiento de la isquemia de la pata trasera en el conejo con terapia génica de MRTF-A basada en AAV

La interdependencia del crecimiento microvascular y arteriogénesis para la mediacion para la restauracion del flujo
se examind en un modelo de conejo con patas traseras isquémicas (figura 6a), que es compatible con la separacion
topica del area de crecimiento microvascular (parte inferior de la pata) y el area de colateralizacion (muslo).
Transduccion regional del musculo séleo isquémico con MRTF-A o T4 (figuras 5a, 6b-d) llevd a una
neovascularizacién funcional que incluye proliferacién capilar CD31" (figuras 5b,c), revestimiento de pericitos NG2*
(figuras 5b,d) y crecimiento colateral (figuras 5e,f). En particular, la activaciéon de MRTF a través de transduccion de
TR4 de la region de la cadera, aunque no pudo inducir crecimiento colateral moderado, no aumenté la perfusion,
mientras que la limitacion de la activacion de MRTF a través de TR4 a la regién de la pantorrilla fue suficiente para
estimular significativamente el crecimiento micro- y macrovascular asi como la perfusion (figuras 6e-i). El
desprendimiento de pericitos microvasculares por la expresion forzada de angiopoyetina-2 (figuras 5b-d) abolié la
colateralizacion mediada por T4 y la mejora del flujo (figuras 5e-g). Ademas el bloqueo de vasodilatacion inducida
por flujo por administracion oral de L-NAME, un inhibidor no selectivo de 6xido nitrico sintasa, no influy6é en el
crecimiento y maduracién capilar (figura 6j), pero impidi6 la formaciéon de colaterales y perfusion elevada (figuras
6k,l). Por lo tanto, el éxido nitrico parece después del crecimiento y maduracion microvascular, mediar el crecimiento
colateral. Esta observacion se complementa con el hallazgo de que la inyeccion de T34 directa en el area del
crecimiento colateral (muslo) no mejora la perfusion en la medida en que la inyeccion remota de rAAV.TR4 en la
parte inferior de la pata, el sitio del crecimiento microvascular (figuras 6e-i). Estos hallazgos sugieren que la
maduracién microvascular y la sefializacion de 6xido nitrico son procesos que tienen que tener lugar en la secuencia
de crecimiento vascular mediado por MRTF-A, para lograr la neovascularizacién funcional.

Ejemplo 4: Tratamiento del miocardio hibernante en cerdo con terapia génica de MRTF-A basada en AAV

Aunque las arterias periféricas y coronarias perfunden ambos tejidos musculares, su actividad de contraccion
permanente es una caracteristica tnica del musculo cardiaco que necesita un suministro de oxigeno constante. Una
caida cronica del suministro de oxigeno cambia la composicion celular de cardiomiocitos vivos en el area isquémica,
lo que conduce a una pérdida regional de fuerza de contraccién, que se denomina miocardio hibernante (Heusch y
Schulz, J Mol Cell Cardiol 1996, 28:2359-72; Nagueh et al., Circulation 1999, 100:490-6). Dentro de los
cardiomiocitos, los rasgos distintivos del miocardio hibernante son un contenido reducido de miofilamentos (Bito et
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al., Circ Res 2007, 100:229-37) y mitocondrias, asi como un contenido de glucégeno elevado (St. Louis et al., Ann
Thoracic Surg 2000, 69:1351-7). En este caso, se examind el potencial de MRTF-A, de resolver la disfuncion en
miocardio hibernante, que se generé mediante implantacion percutanea de un stent reductor en corazones de cerdo
(Kupatt et al., J Am Coll Cardiol 2007, 49:1575-84), lo que conduce a una oclusioén gradual de la rama circunfleja
(RCx, figura 8a). El dia 28 después de la administracion de rAAV.MRTF-A al area isquémica, lo que aumento
significativamente el contenido de MRTF-A en el tejido (figura 8b), se encontré un grado significativamente mayor de
densidad capilar y cobertura de pericitos (figuras 7a-c). El crecimiento colateral y la perfusién a una frecuencia
cardiaca rapida (130/min) todavia estaban deteriorados el dia 28, es decir, antes de la transduccién de LacZ y
MRTF-A (figuras 8c-f), pero mejoraron en el dia 56, es decir, 4 semanas después de la transduccion de MRTF-A,
pero no después de la transduccion de LacZ (figuras 7d-f).

La perfusion colateral elevada (figura 8 g) generd una reserva funcional mejorada del area isquémica con una
frecuencia cardiaca rapida (130 y 150 latidos por minuto, figura 7 g). Al mismo tiempo, se encontré una fraccion de
eyeccion mejorada como marcador de la funcion sistélica global (figura 7h) y una caida de la presion diastdlica final
en el ventriculo izquierdo (figura 8i), un marcador pronédstico de inicio de insuficiencia cardiaca.

Cerdos transgénicos, que expresan T34 de forma ubicua y constitutiva (figura 9), mostraron un crecimiento y
maduracién capilar similar (figuras 7a-c). En el dia 56, se aumenté la reserva de flujo sanguineo en el area
isquémica (figura 7f) y la reserva funcional de la regién isquémica (figura 7 g) o del corazén completo (figura 7h) se
habian elevado como en los corazones tratados con rAAV.MRTF-A. En particular, debido a la sobreexpresion
constitutiva de T4 desde el dia 0 hasta el dia 28, los animales TR4tg no experimentaron una pérdida significativa de
perfusion o funciéon miocardica en reposo o con una frecuencia cardiaca rapida (Figura 7 g, figuras 8d-g, i).

Ademas, se suprimieron el crecimiento micro- y macrovascular inducido por rAAV.Tf4 y los aumentos posteriores de
la reserva de perfusion, cuando se administrdo conjuntamente un ARNhc de MRTF-A inhibidor (figuras 10a-f). Se
eliminé la ganancia en funcién miocardica global (figura 10 h, ejemplos en la figura 10i) y la funcidon miocardica
regional (figura 10j), cuando la transduccion de TR4 se combind con la inhibicion de MRTF-A por un ARNhc
apropiado.

En este caso con el uso de un planteamiento genético y fisiologico combinado en modelos de raton, conejo y cerdo,
se mostré que los MRTF estimulan el crecimiento y la maduracion de microvasos asi como el aumento del flujo
sanguineo colateral después de la oclusion de la arteria en las redes de pata trasera y coronarias. Mecanisticamente
se muestra que la timosina B4 coactiva la translocacion de MRTF aguas abajo SRF e induce CCN1/CCN2, lo que
conduce a angiogénesis elevada y al reclutamiento de células del musculo liso vasculares y a la formacién de vasos
funcionales, que pueden llevar flujo colateral (figura 7i).

Ejemplo 5: Tratamiento del miocardio hibernante en cerdos diabéticos con terapia génica de T4 basada en AAV

Produccion y fenotipado cardiaco de cerdos transgénicos INS®**Y (diabetes mellitus tipo I)

La produccién de cerdos transgénicos con la mutacion C94Y en el gen de insulina (INS“**") esta representada en la
Figura 11. Esta mutacion también se describe en Renner et al. Diabetes 2013, 62:1505-1511. La mutacién C94Y
conduce a un plegamiento incorrecto de la proteina de la insulina en las células 3 del pancreas y a una acumulacion
de la insulina mal plegada en el reticulo endoplasmatico (ER). El estrés de ER conduce a la apoptosis de las células
By, con ello, en ultima instancia, a diabetes mellitus tipo I.

En primer lugar se introdujo en fibroblastos de cerdo un vector de expresion de INSC#Y por medio de
nucleotransfeccion. Después de la seleccion de los fibroblastos, se llevd a cabo una primera ronda de transferencia
nuclear somatica en ovocitos. A continuacion se analizaron la descendencia por medio de técnica de Southern y los
animales con niveles de glucosa en sangre elevados y crecimiento retardado se usaron para una nueva clonacion
(véase también Renner et al. 2013). Estos animales se usaron entonces para los examenes posteriores a una edad
de 3-4 meses.

Después de suspender el tratamiento con insulina, los animales mostraron un nivel de glucosa en sangre claramente
elevado (figuras 11c y d). Analisis de tejido cardiaco para células endoteliales (células PECAM-1 positivas, rojo) y
para pericitos (células NG-2 positivas, verde) mostraron ya sin estrés adicional una reduccién clara del nimero de
células endoteliales y pericitos. El analisis de la presion diastolica final ventricular izquierda muestra en animales con
diabetes mellitus tipo | un aumento significativo como expresion de una funcién cardiaca global reducida ya en un
estadio temprano (figura 11 e; promedio * desviacion estandar; n= 4, * p <0,05, **p<0,001).

La figura 12 muestra otros efectos de diabetes mellitus tipo | o una dieta rica en grasas sobre el miocardio de cerdos.
La figura 12 a ilustra el protocolo de prueba del modelo de cerdo hibernar miocardio hibernante con diabetes mellitus
tipo | o hipercolesterolemia. En comparacion con los grupos control (ts + rAAV.T(4), los animales transgénicos con
INS* con diabetes mellitus tipo | (control tg y rAAV.TR4 tg) mostraron niveles de glucosa en sangre elevados
durante toda la duraciéon del ensayo (figura 12 b). Sin embargo, no hubo diferencia entre el grupo tratado con
rAAV.TB4 y el grupo control, ni para el grupo de tipo salvaje ni para los animales transgénicos (figuras 12c, d).

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2791877 T3

Tampoco es de esperar una influencia de T4 o MRTF-A sobre el nivel de glucosa en sangre. En los animales con
hipercolesterolemia, se mostraron valores de triglicéridos y colesterol claramente elevados en suero después de 9
semanas de alimentacion rica en grasas (promedio + desviacion estandar; n= 4, **p<0,001).

Efecto de la administracion de rAAV. T34 en animales con diabetes mellitus tipo |

En el miocardio de cerdo hibernante, una transduccién de rAAV.TR4 induce una proliferacion capilar (tincion de
PECAM-1, rojo) y un reclutamiento de pericitos (tincion de NG-2, verde) en ambos grupos (tipo salvaje y diabetes);
figura 13a-c. Ademas, mediante la sobreexpresién de T4 por medio de rAAV se indujo un crecimiento colateral
claro (figura 13 d) y pudo medirse un llenado claramente mejor del vaso sanguineo distal por medio de una
puntuacion de Rentrop (figura 13 e). También en este caso pudo medirse el efecto en ambos grupos, tipo salvaje y
diabetes, (promedio + desviacion estandar; n= 4, * p <0,05, **p<0,001).

La presion diastolica final ventricular izquierda, un parametro para la funcién miocardica global, que continud
aumentando del dia 28 al dia 56 en los animales control de ambos grupos, habia disminuido claramente en los
animales con transduccion de rAVV.TR4 (figura 14a,b). La fraccion de eyeccion, otro parametro para la funcion
miocardica global, mostré una disminucién adicional de los valores del dia 28 al dia 56 en los animales control,
mientras que el valor después de la sobreexpresion de T4 mejoré claramente en ambos grupos (tipo salvaje y
diabetes) (figuras 14c,d; promedio * desviacion estandar; n= 4, * p <0,05, **p<0,001).

Ejemplo 6: Efectos de terapia génica de T34 en miocardio de cerdos con hipercolesterolemia

En animales control con 9 semanas de alimentacion rica en grasas, se mostré una clara reduccién de los capilares
(células PECAM-1 positivas) en el area isquémica (figura 15 a). Mediante la administracion de rAAV.TR4 pudieron
aumentarse claramente los capilares (células PECAM-1 positivas) en el area isquémica. Mediante la transduccién de
rAAV.TB4 pudo aumentarse también el crecimiento colateral en animales con niveles de colesterol elevados (figura
15 b). Esto condujo también a un mejor llenado de la seccion vascular distal en el area isquémica, tal como se
muestra en la puntuacion de Rentrop (figura 15 ¢; promedio * desviacion estandar; n= 4, * p <0,05, **p<0,001).

La presion diastolica final ventricular izquierda, un parametro para la funcién miocardica global, que continud
aumentando del dia 28 al dia 56 en los animales control, habia disminuido claramente en los animales con
transduccion de rAVV.Tp4 (figuras 16a, b). La fraccidon de eyeccion, otro parametro para la funcién miocardica
global, mostré una caida de los valores del dia 28 al dia 56 en los animales control, mientras que el valor mejoré
claramente después de la sobreexpresion de T4 (figuras 16c, d). La funcién miocardica regional, medida como
acortamiento del segmento subendocardico en reposo y con frecuencia cardiaca aumentada (130 y 150 latidos por
minuto) mostré una reserva funcional mejorada en animales con una terapia con rAAV.TR4 (figura 16 e; promedio +
desviacion estandar; n= 4, * p <0,05, **p<0,001).

Ejemplo 7: Papel de MRTF-A y T34 para la integridad vascular en ratones con septicemia

La figura 17 a muestra el protocolo de los ensayos de septicemia en ratones. Se indujo septicemia 14 dias después
del tratamiento con rAAV (rAAV.MRTF-A o rAAV.TB4) mediante inyeccion de LPS. En siete puntos de tiempo
después de la induccién de septicemia (12 h, 24 h, 36 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h) se efectud una valoracion de los
sintomas por medio de la tabla representada en la figura 17b. La transduccion de MRTF-A o T34 por medio de rAAV
antes de la induccién de septicemia conduce a valores de la presion arterial periférica elevados después de 12 y 24
horas (figura 17 c). En el transcurso de hasta 36 horas después de la septicemia, los animales tratados con
rAAV.TB4 y rAAV.MRTF-A muestran puntuaciones de sintomas claramente mas bajas en comparacioén con los
animales control tratados con rAAV.LacZ (figura 17 d). La supervivencia acumulativa después de septicemia
inducida por LPS esta claramente mejorada por la sobreexpresion de T4 y MRTF-A (figura 17 e; promedio *
desviacién estandar; n=7-15, * p <0,05, **p<0,001).

Los analisis histolégicos de las células endoteliales (células PECAM-1 positivas) y los pericitos (células NG-2
positivas) mostraron en el corazén y en los musculos periféricos un nimero de células elevado (figuras 18a, b) en
animales tratados con T4 en comparacion con animales control, que se transdujeron con rAAV.LacZ. En las figuras
18c y d se muestran imagenes de ejemplo y un analisis cuantitativo para una medicion de permeabilidad por medio
de dextrano de alto peso molecular marcado con fluorescencia 6 horas después de la induccién de septicemia. En
este sentido se mostré una salida claramente reducida del indicador después de la sobreexpresion de T4 en
comparacion con los animales control transducidos con LacZ (promedio + desviacion estandar; n= 4, * p <0,05,
**p<0,001).

Material y métodos

Los experimentos descritos en los ejemplos se llevaron a cabo con el uso de las técnicas que se describen a
continuacion.

Reactivos
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Todos los medios de cultivo celular y productos quimicos fueron adquiridos de SIGMA (Deisenhofen), a menos que
se indique lo contrario. El agente de contraste Solutrast 370 fue suministrado por Byk Gulden (Konstanz).

Vectores virales adenoasociados

Los vectores recombinantes rAAV.MRTF-A, rAAV.TB4, r. AAV.TR4m, rAAV.LacZ, rAAV.Cre y rAAV.MRTF-ARNhc se
produjeron por medio de transfeccion triple de células U293. Un plasmido codificé para el transgén bajo el control de
un promotor de CMV, que estaba flanqueado por repeticiones de AAV2 terminales internas que actdan en cis. En el
caso de rAAV.MRTF-A, este fue el plasmido pAAV-CMV-mMRTF-A (SEQ ID NO: 16). Sin embargo, también puede
usarse un plasmido que codifica el MRTF-A humano, por ejemplo, pAAV-CMV-hMRTF-A (SEQ ID NO: 17). Un
segundo plasmido proporciond AAV2 rep y AAV9 cap en trans (Bish et al., Hum. Gene Ther. 2008, 19:1359-68),
mientras que un tercer plasmido (delta F6) complemento funciones auxiliares adenovirales. Se recogieron células 48
horas después y se purificaron vectores por medio de gradientes de cloruro de cesio tal se describié anteriormente
(Lehrke et al., Cell Metab 2005, 1:297-308). Los titulos virales se midieron por medio de PCR en tiempo real frente a
la cola de poliA de la bGH del vector (secuencias de cebador, véase Tabla 1). Plasmidos trans y auxiliares se
proporcionaron amablemente por James M. Wilson, Universidad de Pensilvania.

Cultivo celular

SatisFection (TPP AG, Trasadingen, Suiza) se uso para la transfeccion de células endoteliales microvasculares
humanas (HMEC), células endoteliales murinas (bEnd.3) y la linea celular miocitica HL-1 de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Se mezclaron 100 pl de medio DMEM libre de suero y de antibidtico con 3 pl de reactivo
de transfeccion SatisFection.

Formacién de tubos in vitro y experimentos de cocultivo

Para los experimentos de Matrigel se transfectaron HMEC con pcDNA, MRTF-A, T4 + ARNhc de MRTF, T34m (que
carecia del motivo de unién a actina G KLKKTET; Bednarek et al., J. Biol. Chem. 2008, 283:1534-44) o TR4+ARNhc
de CCN1. Las células (8000 células por pocillo) se sembraron sobre Matrigel (BD Matrigel™ Basement Membrane
Matrix, BD Biosciences, San José, EE. UU.) en medio de crecimiento endotelial basal con una adiciéon de suero de
ternera fetal al 5 % y se tomaron fotografias después de 18 horas. Se cuantificé el nimero de anillos por campo de
baja potencia.

En experimentos de cocultivo, se transdujeron células HL-1 con r.AAV.T4+ARNhc de CCN1, rAAV.MRTF-ARNhc o
rAAV.TB4m (1x10° particulas de AAV6 por célula). HL-1 y HMEC incrustadas en Matrigel (8.000 por pocillo) se
separaron fisicamente por una membrana semipermeable. Después de 18 h, se retiraron las células HL-1 y se
cuantificé la formacion de anillos por campo de baja potencia.

La atraccion de células periciticas CH3/10T1/2 a las células endoteliales murinas (bEnd.3) se probd después de la
transfeccion del compartimento endotelial con pcDNA, MRTF-A o TB4+tARNhc de CCN2 por medio de SatisFection
(Agilent, Boblingen). Se tifieron células endoteliales con DiD (rojo, Vybrant®, Life Technologies) y se sembraron
sobre Matrigel (12.000 células por pocillo). Después de 6 h se agregaron células de tipo pericito tefiidas con DiO
(Vybrant®, Life Technologies) (2.000 células por pocillo) y se permitid la migracion a los tubos durante 2 h.
Entonces, por medio de microscopia laser confocal (Carl Zeiss, Jena) se realizaron fotografias de cocultivo.

Prueba de migracion

Las HMEC se transfectaron con los transgenes indicados tal como se describe anteriormente. Se cultivaron 60.000
células en pocillos con un inserto en forma de tira (ibidi GmbH, Planegg) hasta confluencia. Después de 48 horas,
los nucleos celulares se tifieron con Syto62. Entonces se fijaron las células con PFA al 2 %, se permeabilizaron y se
incubaron con un anticuerpo anti-MRTF-A (Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, EE. UU.) y un anticuerpo secundario
(acoplado con Alexa 488, Invitrogen, Karlsruhe). Las fotografias se hicieron con microscopia laser confocal (Carl
Zeiss, Jena) y la intensidad de fluorescencia media del area de 100 nucleos celulares, identificada a través de
Syto62, se evalué automaticamente con el navegador de imagenes LS5.

Analisis por HPLC

La determinacion de T34 se llevo a cabo como se describio anteriormente (Huff et al., Ann. N. Y. Acad. Sci. 2007,
1112:451-7). A este respecto se destruyeron muestras de tejido mediante adiciéon de acido perclérico 4 M con
tiodietanol al 1 % hasta una concentracion final de 0,4 M. Las mezclas se homogeneizaron, se incubaron durante 30
min a 4 °C y se centrifugaron durante 10 min a 20.000 g. El sobrenadante se analizé por cromatografia de fase
inversa. En conejos se diferenciaron T34 enddgena y exdgena mediante deteccion de TR4-Ala especifica de conejo.

Prueba de luciferasa
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Para determinar la actividad de luciferasa dependiente de MRTF, se transfectaron HMEC y células HL-1 con
p3DA.Luc (= un constructo de un promotor sintético con tres copias del sitio de union a c-fos-SRF y una caja TATA
de actina de tipo 5 Xenopus mas un sitio de inicio de la transcripcién insertado en pGL3; Posern et al., Mol. Biol. Cell
2002, 13;4167-78), un gen indicador de SRF, y 930 ng de pcDNA, TB4 o TR4m. Se garantizaron eficiencias de
transfeccion comparables mediante cotransfeccion de 50 ng de ptkRL (indicador de luciferasa de renilla). Se
obtuvieron pellas de las células y se lisaron, se purificaron adicionalmente mediante centrifugaciéon durante 10 min a
4 °C y 13.000 rpm y se usaron para la determinacion de la actividad luciferasa de luciérnaga y la actividad luciferasa
de renilla. Se calculd la relacion de actividad luciferasa de luciérnaga/renilla.

Modulacién y deteccion de ARN

Se llevaron a cabo PCR en tiempo real (RT-PCR) con colorante verde SYBR (iQ SBYR Green Supermix, Bio-Rad,
Munich) y se midieron en un ciclador iQ (Bio-Rad, Munich). Los cebadores estan expuestos en la Tabla 1. Los
niveles de expresion se normalizaron con respecto a GAPDH y se representaron como mudltiplo de la situacion de
control de pcDNA. El procedimiento de 2-DDCt comparativo se llevd a cabo como se describié anteriormente
(Pfosser et al., Cardiovasc Res 2005, 65:728-36).

Anadlisis de inmunotransferencia de tipo Western de MRTF-A

Para el analisis de proteina MRTF-A total, se homogeneizaron muestras de cultivo celular y de tejido en 1 ml de
tampon de lisis que contenia Tris 20 mM, EDTA 1 mM, NaCl 140 mM, Nonidet P-40 (NP-40) al 1 %, leupeptina
0,005 mg/ml, aprotinina 0,01 mg/ml, PMSF 1 mM, pH 7,5. Se separaron 60 ug de extractos de proteina total
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio al 10 % (SDS-PAGE). Después de la
electroforesis, las proteinas se electrotransfirieron a una membrana de PVDF (Millipore, Billerica, EE. UU.), se
bloquearon con leche desnatada al 5 % en tampén PBS con Tween 20 al 0,1 % (PBS-T) y se incubaron durante la
noche a 4 °C con anticuerpos primarios frente a MRTF-A (C-19; Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, EE. UU.). Después
de lavar la membrana, se incubd con un anticuerpo secundario (IgG de burro anti-cabra, conjugado con HRP; Santa
Cruz Biotech, Santa Cruz, EE. UU.) y se desarrolld con un reactivo quimioluminiscente (ECL; GE Healthcare,
Buckinghamshire, Inglaterra). Para el analisis del contenido de proteina de MRTF-A en el nucleo celular o el citosol,
se llevo a cabo una separacion con los reactivos Ne-Per® para la extraccion citoplasmatica y del nacleo celular
(Thermo Scientific, Rockford, EE. UU.) de acuerdo con las directrices del fabricante. Entonces se llevd a cabo un
analisis de inmunotransferencia de tipo Western tal como se describié anteriormente. Como control de proteina se
uso o bien a-tubulina (6A204; Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, USA) o, para la fraccién de nucleo celular, Lamin B1
(ZL-5; Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, EE. UU.).

Ensayos en animales

El cuidado de los animales y todos los procedimientos experimentales se llevaron a cabo en estricto cumplimiento de
las directrices alemanas y NIH para animales y fueron aprobados por la Comisién de Bienestar Animal del Gobierno
de la Alta Baviera (AZ 55.2-1-54-2531-26/09, 130/08, 140/07). Todos los ensayos en animales se llevaron a cabo en
el Centro Walter Brendel de Medicina Experimental en Munich.

Isquemia de pata trasera de raton

Se produjo isquemia unilateral en la pata trasera de la pata derecha en ratones C56B16 machos de la misma edad
(Charles River, Sulzfeld) asi como en ratones MRTF-A"/B"" MRTF-A”/B"™"* MRTF-A*"/B"Vi- (= MRTF-A-""
/B"1* + 3x10"? rAAV.cre), MRTF-A"/B"Vi- (= MRTF-A-"/B"™* + 3x10" rAAV.cre) (Weinl et al., J. Clin. Invest.
2013, 123:2193-226) y ratones CCN17Vi (= Cyr61™™* + 3x10'? rAAV.Cre; en el laboratorio de Ralf Adams en el
Instituto Max Planck de Biomedicina Molecular en Miinster) tal como se describié anteriormente (Limbourg et al.,
Nat. Protocols 2009, 4:1737-48). Antes de la induccion de isquemia (dia -14) se administraron 3x10' particulas de
virus AAV9 tal como se describe (Qin et al., PLoS ONE 2013, 8:e61831) por via intramuscular en la pata derecha. El
dia 0, la pata izquierda se sometié a una operacion simulada, mientras que la pata derecha se ligo la arteria femoral.
Las mediciones para la recuperacion del flujo sanguineo posisquémico se llevaron a cabo mediante citometria de
flujo Doppler con laser (Moor Instruments, Devon, Inglaterra). Se tomaron mediciones justo antes y después de la
operacion, en el dia 3 y el dia 7. Los resultados se estan indicados como relacion de pata derecha con respecto a
izquierda, incluida la resta del valor de tejido de fondo. El analisis de RT-PCR y HPLC se llevaron a cabo el dia 5
después de la induccion de isquemia; Se extrajo tejido de patas tratadas y no tratadas. Analisis de la densidad
capilar y de la maduracion vascular se llevaron a cabo el dia 7 en todos los grupos por medio de PECAM-1-(sc1506,
Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, EE. UU.) y tincion de NG2 (en ratones MRTF-A""/B"™*: Chemicon, Nuremberg)
en muestras de tejido congeladas del musculo gastrocnemio y musculo aductor.

Isquemia de pata trasera de conejo
El dia 0, se extrajo la arteria femoral completa de la pata derecha en conejos de Nueva Zelanda (Pfosser et al.,
Cardiovasc. Res. 2005, 65: 728-736) y administracion de rAAV (5x10'? particulas de virus) por medio de inyeccion

intramuscular en la pata trasera derecha, tal como se indica. En el dia 7 y 35, se llevd a cabo la angiografia mediante
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inyeccion de medio de contraste (Solutrast 370, Byk Gulden, Konstanz) en la pata isquémica con un inyector
automatico (Harvard Apparatus, Freiburg). Ademas se usaron microesferas fluorescentes (15 um, Molecular
Probes®, Life Technologies, Carlsbad, EE. UU.) para mediciones de flujo sanguineo en tejido isquémico y no
isquémico. Para el analisis del flujo sanguineo, las muestras de tejido se digirieron tal como se describié previamente
(Thein et al., Comput. Methods Programs Biomed. 2000, 61:11-21; Kupatt et al., J Am Coll Cardiol 2010, 56:414-22).
El analisis de fluorescencia se llevd a cabo con un lector de placas de microtitulacion Tecan Saphire 2 a las
longitudes de onda de emisiéon de 680 nm, 638 nm, 598 nm, 545 nm, 515 nm, 468 nm y 424 nm, dependiendo del
colorante fluorescente usado. Se llevaron a cabo calculos tal como se describiéd anteriormente (Lebherz et al.,
Endothelium 2003, 10:257-65). El analisis de la densidad capilar y la maduracion vascular se llevd a cabo con
PECAM-1-(sc1506, Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, EE. UU.) y tincion de NG2 (en ratones MRTF-A*"/B"*ox,
Chemicon, Nuremberg) en muestras de tejido congeladas de la pata isquémica y no isquémica.

Isquemia miocardica cronica en cerdos

Los cerdos fueron anestesiados y tratados tal como se describié anteriormente (von Degenfeld et al., J. Am. Coll.
Cardiol. 2003, 42:1120-8). Para ello, se implantd un stent de estrechamiento recubierto con una membrana de PTFE
en el RCx proximal, lo que condujo a una reduccion del 75 % del flujo sanguineo. La localizacion correcta del stent y
la permeabilidad del vaso distal se garantizaron mediante la inyeccion de medio de contraste. En el dia 28, las
mediciones de linea de base para la funcion miocardica global (presién diastdlica final en el ventriculo izquierdo =
LVEDP, fraccion de eyeccion = FE) y perfusion miocardica (microesferas fluorescentes, 15 um, Molecular Probes®).
Entonces se llevo a cabo una retroinfusion selectiva regulada por presion en la vena cardiaca grande que drena el
miocardio perfundido con RCx para 5x10"? particulas de virus rAAV.MRTF-A y rAAV.TB4+rAAV.MRTFA-ARNhc. En
el dia 56, se repitieron las mediciones para la funcion miocardica global y el flujo sanguineo y se determind la funcién
miocardica regional del area isquémica y no isquémica (en reposo y con estimulacion cardiaca rapida, 130 y 150

Ipm).

Se llevod a cabo una angiografia postuma para el calculo del valor colateral y el analisis por medio de puntuacion de
Rentrop (0 = sin llenado, 1 = llenado de rama lateral; 2 = llenado de vaso principal parcial; 3 = llenado de vaso
principal completo). Se extrajo tejido para analisis del flujo sanguineo miocardico regional e inmunohistologia.

Funcién miocardica global

El dia 28 y el dia 56, se examind la funcion miocardica global (LVEDP) mediante un catéter de punta de presion
Millar (Sonometrics, Ontario, Canada). Un angiograma del ventriculo izquierdo para la funcién miocardica global se
llevd a cabo el dia 28 y el dia 56. La fraccion de eyeccion se obtuvo por planimetria de las imagenes de angiograma
telesistolicas y telediasistélicas (Imagen J 1.43u, National Institute of Health, EE. UU.).

Funcién miocardica regional

El dia 56 después de la induccién de isquemia, se llevé a cabo una esternotomia y se colocaron cristales de
ultrasonido de manera subendocardica en el area no isquémica (region de control de LAD) y en el area isquémica
(region perfundida con Cx) de manera estandarizada. El acortamiento del segmento subendocardico (SES,
Sonometrics, Ontario, Canada) se examino en reposo y con una frecuencia cardiaca aumentada (reserva funcional,
frecuencia 130 y 150) y se evalud fuera de linea en funcién de ECG.

Flujo sanguineo miocardico regional

El analisis del flujo sanguineo miocardico regional se llevé a cabo el dia 28 (antes del tratamiento con rAAV) y el dia
56 (28 dias después del tratamiento con AAV) por medio de microesferas fluorescentes (Molecular Probes®). Las
microesferas (15 pm, 5x10° particulas por inyeccion) se inyectaron en el ventriculo izquierdo a través de un catéter
flexible. Las mediciones del flujo sanguineo se llevaron a cabo en reposo y a una frecuencia cardiaca aumentada
(130 Ipm). El contenido de fluorescencia se analizé por medio de un lector de placas de microtitulacion Tecan
Sapphire 2 y se llevé a cabo un calculo del flujo sanguineo miocardico regional, o bien como ml/g de tejido absoluto
0 como relacidn con respecto a la region no isquémica en reposo (% de flujo sanguineo no isquémico; Kupatt et al., J
Am Coll Cardiol 2010, 56:414-22).

Histologia

Las muestras de tejido del area isquémica y no isquémica se examinaron para determinar la densidad capilar
(células PECAM-1 positivas, rojo) y revestimiento de pericitos (células NG2 positivas, verde). La tincion de capilares
se llevé a cabo con un anticuerpo anti-CD31 (SC1506, Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, EE. UU.) y un anticuerpo
secundario marcado con rodamina, mientras que la maduracion vascular se cuantific6 mediante tincion conjunta de
pericitos (anticuerpos anti-NG2 AB5320, Millipore, Billerica, EE. UU.). Se tomaron fotografias de la region isquémica
y no isquémica con una ampliaciéon de campo de alto potencia (40 veces), y se cuantificaron 5 imagenes
independientes por region (isquémica y no isquémica) y animal.
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Eficiencia de transduccion de rAAV

Para la evaluacion de la eficiencia de transduccion de rAAV, se trataron los ratones, conejos y cerdos control con
rAAV.LacZ. Se hicieron secciones de criostato de los animales transducidos con LacZ y se tifieron para determinar la
B-galactosidasa (tincion azul). Ademas, se llevd a cabo RT-PCR para los distintos transgenes con el uso de los
cebadores descritos en la Tabla 1 y se analiz6 tal como se describio anteriormente.

Ratén con gen indicador Tomato

Estos ratones que expresan homocigotos mT/mG (Jackson Laboratory, Bar Harbor, EE. UU.) expresan sitios loxP en
ambos lados de un tdTomato (mT) dirigido a membrana y un eGFP dirigido a membrana (Muzumdar et al., Genesis
2007, 45:593-605). La expresion de Cre a través de rAAV.Cre para la determinacion de la eficiencia de transduccion
de virus delecioné mT (fluorescencia roja) en las células y permitio la expresion de eGFP (fluorescencia verde) en
las mismas células (figura 4b).

Procedimientos estadisticos

Los resultados se indican como valores medios + desviaciéon estandar. Los analisis estadisticos se llevaron a cabo
con el uso de analisis de varianza de una via (ANOVA). Cada vez que se encontré un efecto significativo (p < 0,05),
se realizaron multiples pruebas comparativas entre los grupos con el procedimiento de Student-Newman-Keul (IBM
SPSS 19.0; IBM, Chicago, EE. UU.). Las diferencias entre los grupos se consideraron significativas en p < 0,05.

Tabla 1

Secuencias de cebador usadas para PCR:

BGH en sentido 5’ 5-TCT AGT TGC CAGCCATCT GTT GT-3 SEQ ID NO:2
BGH en sentido 3’ 5-TGG GAG TGG CAC CTT CCA-3 SEQ ID NO:3
GAPDH en sentido 5’ 5-AAT TCA ACG GCA CAG TCAAG-Z SEQ ID NO:4
GAPDH en sentido 3’ 5-ATCG GTG GTG AAG ACACCA GT-3 SEQID NO:5
TB4 en sentido 5' 5-TCATCGATATGT CTG ACA AAC-3' SEQ ID NO:6
TBR4 en sentido 3’ 5.CAGCTT GCTTCTCTT GTT CAA-3' SEQ ID NO:7
MRTF-A en sentido 5’ 5-AATCCATGG GTC GAC GGT ATC GAT-3' SEQ ID NO:8
MRTF-A en sentido 3’ 5-ATACCATGG TCAGGC ACC GGG CTT-3 SEQID NO:9
CCN1 (CYR61) ensentido 5 | 5-GCT AAA CAA CTC AAC GAG GA-3' SEQ ID NO:10
CCN1 (CYR61) en sentido 3’ 5-GGC TGC AAC TGC GCT CCT CTG-3 SEQ ID NO:11
CCN2 (CTGF) en sentido 5’ 5-CCCTAG CTG CCT ACC GAC T-3' SEQ ID NO:12
CCN2 (CTGF) en sentido 3’ 5-CAT TCC ACA GGT CTT AGA ACA GG-3 SEQ ID NO:13
Ang2 en sentido 5’ 5-TCG AAT ACG ATG ACT CGG TG-3’ SEQ ID NO:14
Ang2 en sentido 3’ 5.GTTTGT CCC TATTTC TAT C-3 SEQ ID NO:15

<110> KUPATT, Christian HINKEL, Rabea

< 120> VECTORES AAV PARA TERAPIA GENICA VASCULAR EN CARDIOPATIA CORONARIA E ISQUEMIA
PERIFERICA

<130> 233-001DE

<150> DE 10 2014 207 153.4
<151> 14-04-2014

<160> 17

<170> PatentIn versién 3.5
<210>1

<211> 69

<212> ARN
<213> Secuencia artificial
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<400> 1

gaucccogea uggagcouggu ggagaagaau ucaagagauu cuucuccacc agouccaugu

uuuuggaaa

<210> 2

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 2
tctagttgcc agccatctgt tgt

<210> 3

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 3
tgggagtggc accttcca

<210> 4

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 4
aattcaacgg cacagtcaag

<210>5

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 5
atggtggtga agacaccagt

<210> 6

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 6
tcatcgatat gtctgacaaa c

<210>7

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400>7
cagcttgctt ctcttgttca a

<210> 8

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 8
aatccatggg tcgacggtat cgat

<210>9
<211> 24
<212> ADN
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15

23

18

20

20

21

21

24

69
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<213> Secuencia artificial

<400> 9
ataccatggt caggcaccgg gctt

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 10
gctaaacaac tcaacgagga

<210> 11

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 11
ggctgcaact gegctectct g

<210> 12

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 12
ccctagctgc ctaccgact

<210> 13

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 13
cattccacag gtcttagaac agg

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 14
tcgaatacga tgactcggtg

<210> 15

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 15
gtttgtccct atttctatc

<210> 16

<211> 7890

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 16
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16

24

20

21

19

23

20

19



agcgeccaat
acgacaggtt
tcactcatta
ttgtgagegg
attaaggctg
gacctttggt
catcactagg
atgctectagg
cggggtcatt
gceccgectgg
ccatagtaac
ctgeccactt
atgacggtaa
cttggecagta

acatcaatgg

acgcaaaccqg
tecegactgyg
ggcaccccag
ataacaattt
cgcgetceget
cgcecocggect
ggttccttgt
aagatcggaa
agttcatage
ctgaccgcce
gccaataggg
ggcagtacat
atggcccgece

catctacgta

gcgtggatag
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cctcteeceg
aaagecgggea
gctttacact
cacacaggaa
cgctcactga
cagtgagcga
agttaatgat
ttcgeeetta
ccatatatgg
aacgaccccee
actttccatt
caagtgtatc
tggcattatg
ttagtcatcg

cggtttgact

cgegttggece
gtgagegeaa
ttatgettee
acagctatga
ggccgeccgg
gcgagogcege
taacccgeca
agctagetag
agttcegegt
gceccattgac
gacgtcaatg
atatgccaag
cccagtacat
ctattaccat

cacggggatt

17

gattcattaa
cgeaattaat
ggctcgtatg
ccatgattac
gcaaagcccg
agagagggay
tgctacttat
ttattaatag
tacataactt
gtcaataatg
ggtggagtat
tacgceccect
gaccttatgg
ggtgatgcgg

tccaagtcte

tgcagetgge
gtgagttage
ttgtgtggaa
gocagattta
ggcgteggge
tggccaactc
ctacgtagce
taatcaatta
acggtaaatg
acgtatgttc
ttacggtaaa
attgacgtca
gactttecta
ttttggecagt

caccccattg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



acgtcaatgg
actcegecoce
gagctggttt
agtatcaagg
agaagactct
ctctccacag
tcattgetgt
tcectgtetcet
agctgtcect
ctecacttag
aggaactggt
agagaagaag
ggcccgagag
cgctccagge
agattgcaca
ccagcctgaa
cctcettega
cccagggtte
ccteccatate
cgetttttet
ccaatggaag
ccaagtctge
tgaagaagct
ccgccatgga
agatoctcaa
tgeoetgecce
gcagcctcecte
gccagagcag
tgaaggtggc
agacagagct

coeccaagge

gagtttgttt
attgacgcaa
agtgaaccgt
ttacaagaca
tgegtttetg
gtgteccagge
gaatgggetg
gtctgecggece
gcagcccgag
tgageggaag
gagccaaggg
cctggagegg
agcagagctg
caagcagcetg
gaggcctgge
ggaggctatc
cgaggacagc
agtgecatca
acccactcag
ggcagagcag
categtecce
cagcgagaaa
caagtaccac
ctcctcectat
coagecageag
tccoeaagece
caccagtagc
caccgcacta
agagctgaag
gatagaacgc

cocktgecace
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tggcaccaaa
atgggeggta
cagatcctge
ggtttaagga
ataggcacct
ggccgctcaa
gacggaggag
cccagccecee
ctgactctag
aatgtgetge
atcatgeege
gocaggaceg
gtcaggatgc
aagctgaaga
cccatggage
attgtgggcc
agcgatgeccce
ccettggagt
gttectttete
cctectetge
actgccaage
tcacagcgca
cagtacatcc
gccaagatcc
cagcageage
teggctgaga
agccccaget
gctgecaaac
caagaactga
ctgcgtgect

acctetgtge

atcaacggga
ggcgtgtacg
agaagttggt
gaccaataga
attggtctta
acagacacca
gggotggega
agagecgaagc
gcctcecatce
agttgaaget
ctttgaaaag
aggactattt
acattctgga
gagccaggct
tggtggagaa
aggtaaatta
tgtectcectga
ccegagteag
aactcccaat
ctacoegeace
ctgcteccac
gcaagaaggc
ccecoggacca
tgcagcagca
agcaacagcea
ctectggaag
caggecaccec
caggagccct
agttgcggtc
accaagacca

tgtecaagge

18

ctttccaaaa
gtgggaggte
cgtgaggcac
aactgggctt
ctgacatcca
taacatgctg
aaatgacgac
tgttgeccaat
tgggaggaac
ccagcagegy
cccogetgea
gaaacggaag
agagacctcg
ggctgatgac
gaatatcectg
cccaaaggta
gcagcctgece
tgatccactg
ggctceggat
tetgetgece
actcatcaag
caaggagctg
gaagcaggac
gcagctctte
ctacaactac
cagtgoccet
agggcccagce
gccagccaac
ccttcecegte
agtcagccca

tggtgaggta

tgtcgtaaca
tatataagca
tgggcaggta
gtcgagacag
ctttgecettt
ccccectteeg
gagccagtgae
gaactgcagg
cccaatttac
cggaccegygy
tttcatgagce
atcegtteec
gctgagectt
ctcaatgaaa
cctgtggagt
gcagacagtt
agccatgagt
cccagtgeca
cctggagaga
ccaagectag
caaagccaac
aagccaaagg
aagggggcgc
ctgcagctge
caggccatec
accccatcac
gggctggcac
ctggatgaca
tcaggcacca
gcteccaggag

gtggtegecot

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760



tecectgegge
agatggtggt
cacceccecegt
ccacacctgg
aggcctecece
gccctggtge
acaagcagat
tgcggctaca
tgaagaggga
atgettttgg
cgocagagte
cccccagete
ctectaccct
gtgctgatgg
ctecageece
caacccccac
agactaagea
ttattcagag
aaaagtcacce
tgagtgaact
aagacttcct
aaccccttte
accacccece
gtatgggect
ctggtggeece
tggacttect
acgtgccaga
tgactggtat
ctttgtatca
ggttgetgte
ctgtgtttge

ccgggacttt

cctgctaagce
ggccacagta
gtctececcace
ggatgecettt
actgcagatc
tcgggetgag
tgaggagctg
gctggagcag
aagtggtttc
ctctggecta
cccacctgtg
ccagetgete
ggtcactgac
ccctggettg
tggtccacct
atctetgetg
gcaggaaaat
tggagagatt
tecageagea
ceccccaaget
ggagagcagc
cctcattgat
atcacceatg
ggacctgget
tgtgetecage
ggatggacac
ctagaagctt
tcttaactat
tgctattget
tectttatgag
tgacgeaacce

cgctttecee
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acagggtcag
accagcaatg
ccttcagage
ggtgaaatgg
gtgaaggagg
ctggagggac
acccgaatge
cagaagcggg
tcecagttgee
gtggttceca
gtggtgaagce
ttgggctcec
tctacaggga
cctgecaggga
gcccagatgg
aagaaggagc
ggcteoeteca
tcagcagatt
gceagegtatg
gcteoctecac
acagggctgc
gacctccaca
gacacctctg
gttggccacce
ctggcteoecce
gacttgcage
ggatccaatc
gttgecteett
tcecegtatgg
gagttgtgge
ccecactggtt

ctcecctattg

ctcttgtaac
gcatggtgaa
gctcactget
tgacatcgece
agggtgccceg

tggacaagga

tccaacagaa
ceccageagec
agctgagcetg
ctaccaacca
aggaagctgg
agggcaccag
ctcacctcat
gcccccagea
acctggagea
cecectggtta
gtecagcacat
tcaaagagcc
ggectecatt
caggttecce
ccctgetgac
gccagatgcet
aattgcactt
tggacagcat
tcagcactgce
tecactggga
aacctctgga
ttacgctatg
ctttcatttt
ccgttgtcag
ggggeattge

ccacggegga

19

agcaggcctt
gtttggcagce
cagcacgggt
gctgacacag
tgctgegtee
ccagatgctg
gcagcagctyg
agccccagec
ccagccccag
tggagacact
gccacctgag
cttectcaag
cctcactgtg
gceccttgtece
ccecaccteag
tgaagagact
ggatgatctg
accatcccta
gacaccacaa
caccctecca
aagtgggecac
gagcagctcc
tgctectgag
ggactggctg
agccocccagc
ttoctgeottyg
ttacaaaatt
tggatacgct
ctcctecttg
gcaacgtggce
caccacctgt

actcatcgece

gcaccagctg
acaggctcca
gatgagaatt
ctcacectge
tgctgtctaa
caggagaagg
gttgagctge
agcagcecctg
ggctctgece
caggccceag
ccagatctgg
agggtcagec
accaataaga
cagcctggtt
cctecghttyg
gtgacccage
tttgatatte
ccaggcaagg
coctegectt
gggegecttyg

gagggaccaqg

gccatcctgyg
cccageagtg
gagctgtegt
ctettetcga
tacccatacg
tgtgaaagat
gctttaatge
tataaatcct
gtggtgtgca
cagctcocottt

geetgecttyg

2820

2880

2540

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3500

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680



ccogetgetyg
agctgacgtc
ccttetgceta
cggctetgeg
gccatetgtt
tgtoctttee
tctggggggt
tgetggggac
tagataagta
ccactecete
gccogggett
attcactggce
ategeecttge
atecgeectte
cattaagcge
tagecgcccge
gtcaagctct
accccaaaaa
tttttegeeoe
gaacaacact
cggectattg
tattaacgtt
gtttattttt
tgctteaata
ttcocottttt
taaaagatgc
gtggtaagat
aagttctgcet
gccgeataca
ttacggatgg

ctgocggeocaa

gacagggget
ctttccatgg
cgteecectteg
gcctetteeg
gtttgeoceet
taataaaatg
ggggtggggc
tcgagttaag
gcatggceggg
tectgegeget
tgeceoegggeg
cgtegtttta
agecacatcee
ccaacagttg
ggegggtgtyg
tcettteoget
aaatcggggg
acttgattag
tttgacgcetg
caaccoctate
gttaaaaaat
tataatttca
ctaaatacat
atattgaaaa
tgcggeattt
tgaagatcag
ccttgagagt
atgtggcgeg
ctattctcag
catgacagta

cttacttetg
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cggetgttgy
ctgectegect
gcccteaatce
cgtecttegag
ccceegtgece
aggaaattge
aggacagcaa
ggcgaattec
ttaatcatta
cgctegetcea
gcctcagtga
caacgtcgtg
cetttegecea
cgecagectga
gtggttacge
ttcttceectt
ctcecetttag
ggtgatggtt
gagttcacgt
tcggtetatt
gagctgattt
ggtggcatct
tcaaatatgt
aggaagagta
tgecettectg
ttgggtgcac
tttegeceeceg
gtattatccc
aatgacttgg
agagaattat

acaacgatcg

gcactgacaa
gtgttgccac
cagcggacct
atctgecteg
ttecettgace
atecgecattgt
gggggaggat
cgattaggat
actacaagga
ctgaggccgg
gcgagegage
actgggaaaa
gctggegtaa
atggcgaatg
gcagcegtgac
cctttectege
ggttccgatt
cacgtagtgg
tcectcaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
ttcggggaaa
atccgctcat
tgagtattca
tttttgetea
gagtgggtta
aagaacgttt
gtattgacgc
ttgagtactc
gcagtgetge

gaggaccgaa

20

tteegtggtyg
ctggattctg
tccttecege
actgtgecctt
ctggaaggtg
ctgagtaggt
tgggaagaca
c¢ttectagag
acccctagtg
gcgaccaaag
gcgcagectt
ccetggegtt
tagcgaagag
ggacgcgccce
cgctacactt
cacgttcgee
tagtgcttta
gccategeoeoc
tggactecttg
ataagggatt
taacgcgaat
tgtgcgegga
gagacaataa
acatttecgt
cccagaaacyg
catcgaactg
tccaatgatg
cgggcaagag
accagtcaca
cataaccatg

ggagctaace

ttgtegggga
cgcgggacgt
ggcctgcetge
ctagttgecca
ccactceccac
gtcattctat
atagcaggca
catggectacg
atggagttgg
gtcgeccgac
aattaaccta
acccaactta
gceoogeaceyg
tgtageggeg
gooagegeoe
ggctttcece
cggcacctcg
cgatagacgg
tteccaaactg
tttecegattt
tttaacaaaa
acccctattt
ccctgataaa
gtegeectta
ctggtgaaag
gatctcaata
agcactttta
caactcggtec
gaaaagcatc
agtgataaca

gcttttttge

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540



10

acaacatggg
taccaaacga
tattaactgg
cggataaagt
ataaatectgg
gtaagccctce
gaaatagaca
aagtttactc
aggtgaagat
actgagecgtce
gcgtaatctg
atcaagagct
atactgtcct
ctacatacct
gtcttaccgg
cggggggtte
tacagcgtga
cggtaagegyg
ggtatcttta
gctegteagg
tggcecttttg
ataaccgtat

gcagcgagtce

<210> 17
<211> 7596
<212> ADN

ggatcatgta
cgagcgtgac
cgaactactt
tgcaggacca
ageccggtgag
ccgtatcgta
gatcgctgag
atatatactt
cctttttgat
agacccegta
ctgcttgecaa
accaactctt
tctagtgtag
cgctetgeta
gttggactca
gtgcacacag
gctatgagaa
cagggtegga
tagtecctgte
ggggcggage
ctgcggtttt
taccgecttt

agtgagcgag

<213> Secuencia artificial

<400> 17
agcgcccaat
acgacaggtt
tcactcatta
ttgtgagegg

attaaggcetg

acgcaaaccg
tceccgactgyg
ggcaccccag
ataacaattt

cgegetaeget
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actcgecttg
accacgatgc
actctagctt
cttetgeget
cgtgggtete
gttatctaca
ataggtgeet
tagattgatt
aatctcatga
gaaaagatca
acaaaaaaac
ttteccgaagg
ccgtagttag
atcctgttac
agacgatagt
cccagettgg
agcgccacgc
acaggagagce
gggtttcgec
ctatggazaa
gctcacatgt
gagtgagctg

gaagcggaag

cctetececg
aaagcgggca
gctttacact
cacacaggaa

cgcotecactga

atcgttggga
ctgtagtaat
ccoggcaaca
cggeccttec
gcggtatcat
cgacggggag
cactgattaa
taaaacttca
ccaaaatccc
aaggatcttce
caccgctacc
taactggctt
gcecaccactt
cagtggctge
taccggataa
agcgaacgac
ttcccgaagg
gcacgaggga
acctctgact
acgccagcaa
tctttcetge

ataccgctcg

cgegttggece
gtgagcgcaa
ttatgcttcc
acagctatga

ggccecgocegyg

21

accggagcetg
ggtaacaacg
attaatagac
ggctggctag
tgcagcactg
tcaggcaact
gcattggtaa
tttttaattt
ttaacgtgag
ttgagatccet
ageggtggtt
cagcagagcg
caagaactct
tgccagtgge
ggcgcagegyg
ctacaccgaa
gagaaaggcg
gcttecaggg
tgagcgtcega
cgeggecttt
gttatcccct

ccgcagocga

gattcattaa
cgcaattaat
ggctecgtatg
ccatgattac

geaaagoeoyg

aatgaagcca
ttgecgecaaac
tggatggagy
tttattgetg
gggceagatg
atggatgaac
ctgtcagace
aaaaggatct
ttttegttee
ttttttetge
tgtttgecegg
cagataccaa
gtagcaccgce
gataagtcgt
tcgggetgaa
ctgagatacc
gacaggtatc
ggaaacgcecet
tttttgtgat
ttacggttce
gattctgtgg

acgaccgagce

tgcagetgge
gtgagttage
ttgtgtggaa
gccagattta

ggegteggge

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7890

60

120

180

240

300



gacctttggt
catcactagg
atgctctagg
cggggtcatt
gecegectgg
ccatagtaac
ctgcccactt
atgacggtaa
cttggcagta
acatcaatgg
acgtcaatgg
actcegecceccee
gagctggttt
agtatcaagg
agaagactct
ctetceccacag
gtccageege
tcaaacggaa
aagagacctc
tagccgatga
agaacatcct
atcccaaagt
agcagecctge
gcgaaccact
tgggccggga
ctetgetgee
cactcattaa
ccaaggagct
agaagcagga
agcagctctt
aggccatcct

ceccagtacy

cgeccggect
ggtteecttgt
aagatcggaa
agttcatage
ctgaccgece
gccaataggg
ggcagtacat
atggcecgee
catctacgta
gcegtggatag
gagtttgttt
attgacgcaa
agtgaaccgt
ttacaagaca
tgcgtttcetg
gtgtecagge
atttcatgag
gattecgttce
ggctgagcca
cctcaatgag
tcetgttgag
agcagacagc
cagccatgag
gctecagtgee
ttccagagaa
tceccagecte
gcaaagccaa
gaagccaaag
caggggggca
cctececagetg
gcctgececg

cagectetee
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cagtgagcga
agttaatgat
ttcogeectta
ccatatatgg
aacgacccocece
acttteocatt
caagtgtatc
tggcattatg
ttagtcatcg
cggtttgact
tggcaccaaa
atgggcggta
cagatcctge
ggtttaagga
ataggcacct
ggecgetcaa
cagagaagga
cggceggaga
tccectecagg
aagattgecac
tccagectga
tcttecetteg
tceccagggtt
acctectgeat
atgcttttce
accaatggaa
cccaagtetg
gtgaagaagc
ccocccatgg
cagatcctca
ccaaagtcag

actaccaata

gcgagcgcege
taacecgeca
agctagctag
agttcegegt
gcccattgac
gacgtcaatg
atatgccaag
cccagtacat
ctattaccat
cacggggatt
atcaacggga
ggcgtgtacg
agaagttggt
gaccaataga
attggtctta
acagacacca
gcttggageg
gatcggagcect
ccaagcagct
agaggcctgg
aggaagccat
atgaggacag
ctgtgecegte
coeeocaccca
tggcagagca
ccactatccce
ccagtgagaa
tcaagtacca
actcatccta
accagcagca
caggcgaggce

geagetecag
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agagagggag
tgctacttat
ttattaatag
tacataactt
gtcaataatg
ggtggagtat
tacgecececet
gaccttatgg
ggtgatgcgg
tcecaagtcete
ctttccaaaa
gtgggaggtc
cgtgaggcac
aactgggctt
ctgacatcca
taacatgeceg
ggccaggaca
ggtcaggatg
gaagctgaag
cceocatggag
cattgtggge
cagcgatgcc
accectggag
ggttgtgtet
gcctectetg
cactgeccaag
gtcacagcge
ccagtacatc
cgcocaagatce
gcagcagcac
cctgggaage

ctegggegee

tggccaactc
ctacgtagee
taatcaatta
acggtaaatg
acgtatgtte
ttacggtaaa
attgacgtca
gactttccta
ttttggcagt
caccccattg
tgtcgtaaca
tatataagca
tgggeaggta
gtcgagacag
ctttgececttt
cctttgaaaa
gaggactatc
cacattttgg
agagccagac
ctggtggaga
caggtgaact
ttatccececg
gceocgagtea
caacttccga
cctcecceccac
tccacceeca
agcaagaagyg
cccecggace
ctgcagcage
cacaactacc
agcgggacce

cetgggeact

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1980

2040

2100

2160

2220



gtgggctgge
acctggacga
tctecgggeac
ctgtgecagg
tggtggtage
tggetecage
gcacgggctc
gcgatgaaaa
agctgaccoct
ggtectgttg
tgctgcagga
agctggtgga
ccgecacoge
tgagcecagea
ccaaccacat
aageccttgea
gcceccagect
accttgtcet
ccocagcageoo
tggagcaccce
ctggctatga
agcagatgga
aggagccgcc
ccctggeage
gctecacectce
tgetgaccag
agatgctgag
tgcactttgt
acagcatgga
gcaccacage

actgggattc

acgtcagaac
catgaaggtg
caaaactgag
agcoccoocaag
cttececageg
tgaggtggtg
cacgcececc
cteecaccoeoee
geaggecteg
cctgagecect
gaaagacaag
gcggctcaag
ccecectegge
gecceetggge
agaccecttgt
gecectgagecce
catcaagggg
caccgtgacc
ctegtececag
actgeagocc
ggaageccatg
cgacctgttt
atccctgeca
acagccatca
ccteectgga
tgggecatgac
cagcactgec
tcectgagecoe
ctggetggagy
ccccageete

ctgettgtag
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agcacctcac
gcagagctga
ctgattgagc
geeccctgeeg
gcccocggctga
gtggccacgg
gtgtctcecca
ggggacaccet
ccactgeaga
999999cggg
cagatcgagg
ctgcagctgg
acccecegtga
cccgetecace
gctgtggecca
gagccggtcce
gttgcacctca
aataagaatg
cctggetete
ctetttggga
agccagcagc
gacattctca
gggaaggaga
ccttetgetyg
cgcctggagg
gggccagage
atcctggace
agcagcacca
ctgtegtcag
ttetecacag

aagcttggat

tgactggcaa
agcaggagct
gccttegage
ccacctetat
gcacggggec
tggccagcag
cccectecgga
ttggtgagat
tectegtgaa
cggagctaga
cgctgacgeg
agcaggagaa
agcaggagaa
cattcaaccec
cggggcccco
ccgecccocca
ccacccteat
cagacagccc
cagcgectge
ccecccactta
ccaaacagca
ttcagagegg
agcecatccceco
agctoceococa
acttcctgga
cecttteocct
accececegte
tgggcctgga

gtggtccegt
acttecctega

ccaatcaacc
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gccgggagcec
gaagttgega
ctatcaagac
cctgeacaag
agccctggtg
tggggtggtg
gcgctcactg
ggtgacatca
ggaggaggygc
ggggcgcgac
catgctecegg
gcgagecccag
cagcttctee
cagectggeg
gtcegtggtg
gttgcttctg
caccgactcec
tggcctgtcee
cccctetgee
tctgetgaag
ggaaaatggt
agaaatttca
gaagacagtc
ggctgeccca
gagcagcacg
cattgacgac
acccatggac
cctggetgat
gctgagecta
tggccatgat

totggattac

ctgccggeca
tcactgectg
caaatcagcc
gctggegagyg
gcagcaggcc
aagtttggeca
ctcagcacgg
cctetgacge
cecegyggecy
aaggaccaga
cagaagcagc
cagcccgccec
agctgeocage
gccccagceca
gtgaagcagg
gggcetcagg
acagggaccc
agtgggagcee
cagatggacc
aaggaaccac
tecectcaagec
gcagatttca
tgtgggtccc
cctectecag
gggctgccce
cteocatagec
accteggaat
ggccacetgg
gececcctea
ttgecagetge

aaaatttgtg

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2540

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3960

4020

4080



aaagattgac
taatgecttt
aatcctggtt
tgtgcactgt
tectttecegg
gecttgecceg
cggggaaget
ggacgtcctt
tgectgeegge
ttgccagcca
tcccactgte
ttectattetg
caggcatget
gctacgtaga
agttggccac
cccgacgece
aacctaatte
aacttaatcg
gcaccgateg
gcggcecgeatt
gcgecctage
tteccegtea
acctcgaccc
agacggtttt
aaactggaac
cgatttcgge
acaaaatatt
ctatttgttt
gataaatgct
cccottattee
tgaaagtaaa

tcaatagtgg

tggtattctt
gtatcatget
gctgtetett
gtttgetgac
gactttcget
ctgctggaca
gacgtecettt
ctgctacgtc
tectgeggect
tetgttgttt
ctttcctaat
gggggtgggg

ggggactcga

taagtagcat
tccctetetg
gggctttgec
actggeegte
ccttgecagea
ccctteccaa
aagcgcggcyg
gececcgetect
agctctaaat
caaaaaactt
tcgceetttg
aacactcaac
ctattggtta
aacgtttata
atttttctaa
tcaataatat
cttttttgeg
agatgctgaa

taagatcctt
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aactatgttg
attgettoce
tatgaggagt
gcaaccecca
ttecececcteco
ggggctcgge
ccatggctge
ccttcggccece
cttecegegte
gcecctecce
aaaatgagga
tggggcagga
gttaagggeg
ggcgggttaa
cgegeteget
cgggcggect
gttttacaac
catccecectt
cagttgegea
ggtgtggtgg
ttegetttct
cgggggcteco
gattagggtyg
acgctggagt
cctatectegg
aaaaatgagc
atttcaggtg
atacattcaa
tgaaaaagga
gcattttgece
gatcagttgg

gagagttttc

ctecttttac
gtatggettt
tgtggeccegt
ctggttgggg
ctattgccac
tgttgggecac
tcgectgtgt
tcaatccagc
ttegagatct
cgtgccttec
aattgcatcg
cagcaagggg
aattccecgat
tcattaacta
cgctcactga
cagtgagcga
gtegtgactg
tcgeccagetg
gcctgaatgg
ttacgcgeag
tcectteett
ctttagggtt
atggttcacg
tcacgttcct
tctattcttt
tgatttaaca
gcatcttteg
atatgtatcc
agagtatgag
ttectgtttt
gtgcacgagt

gccccgaaga
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gctatgtgga
cattttetec
tgtcaggcaa
cattgccacc
ggcggaactc
tgacaattcc
tgccacctgg
ggaccttecct
gcctegactg
ttgaccctgg
cattgtctga
gaggattggg
taggatcttc
caaggaaccce
ggccgggcga
gocgagogege
ggaaaaccct
gcgtaatage
cgaatgggac
cgtgaccget
tctecgecacg
cegatttagt
tagtgggcca
caatagtgga
tgatttataa
aaaatttaac
gggaaatgtg
gctcatgaga
tattcaacat
tgctcaccea
gggttacatc

acgttttecca

tacgetgett
tecttgtata
cgtggcgtgy
acctgtcage
atcgccgect
gtggtgttgt
attctgegeg
tcececgeggec
tgecettetag
aaggtgccac
gtaggtgtca
aagacaatag
ctagagcatg
ctagtgatgg
ccaaaggtcy
agccttaatt
ggcegttacce
gaagaggccc
gegecctgta
acacttgecca
ttecgeecgget
getttacgge
tcgcececcgat
ctcttgttece
gggatttttc
gcgaatttta
cgcggaaccc
caataaccct
ttecegtgteg
gaaacgctgg
gaactggatc

atgatgagca

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

€000



cttttaaagt
tecggtcgecg
agcatcttac
ataacactge
ttttgcacaa
aagccatacce
gcaaactatt
tggaggcgga
ttgctgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa
cagaccaagt
ggatctaggt
cgttcecactg
ttetgegegt
tgccggatca
taccaaatac
caccgectac
agtegtgtet
gctgaacggg
gatacctaca
ggtatccggt
acgcctggta
tgtgatgctce
ggtteoectgge

ctgtggataa

ccgagcgcag

tctgctatgt
catacactat

ggatggcatg

ggccaactta
catgggggat
aaacgacgag
aactggcgaa
taaagttgca
atctggagece
gcecteeoegt
tagacagatc
ttactcatat
gaagatcctt
agcegtecagac
aatetgetge
agagctacca
tgtecctteta
ataccteget
tacegggttg
gggttegtge
gcegtgageta
aagcggceagyg
tetttatagt
gtcagggggg
cttttgetge

ccgtattacc

cgagtcagtg
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ggcgcggtat
tctcagaatg
acagtaagag
cttetgacaa
catgtaactc
cgtgacacca
ctacttactc
ggaccacttc
ggtgagegtg
atcgtagtta
gctgagatag
atactttaga
tttgataate
cccgtagaaa
ttgcaaacaa
actcttttte
gtgtagcecgt
ctgctaatcce
gactcaagac
acacagccca
tgagaaageg
gtcggaacag
cctgtegggt
cggagcctat
ggttttgete
gcctttgagt

agcgaggaag

tatcccgtat
acttggttga
aattatgcag
cgateggagg
gecttgateg
cgatgectgt
tagcttececceg
tgegetegge
ggtetegegg
tctacacgac
gtgcctcact
ttgatttaaa
tcatgaccaa
agatcaaagg
aaaaaccacc
cgaaggtaac
agttaggcca
tgttaccagt
gatagttacc
gcttggageg
ccacgettec
gagagcgcac
ttegecaccet
ggaaaaacgc
acatgttett
gagctgatac

cggaag
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tgacgccggg
gtactcacca
tgetgecata
accgaaggag
ttgggaaccy
agtaatggta
gcaacaatta
ccttecgget
tatcattgeca
ggggagteay
gattaagcat
acttcatttt
aatcccttaa
atettettga
gctacecageg
tggcttcage
ccacttcaag
ggctgetgee
ggataaggcg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt
ctgacttgag
cagcaacgcg
tectgegtta

cgctcgecge

caagagcaac
gtcacagaaa
accatgagtg
ctaacegett
gagctgaatg
acaacgttgce
atagactgga
ggctggttta
gcactgggge
gcaactatgg
tggtaactgt
taatttaaaa
cgtgagtttt
gatccttttt
gtggtttgtt
agagcgcaga
aactctgtag
agtggcgata
cagcggtegg
accgaactga
aaggcggaca
ccagggggaa
cgtegatttt
gcctttttac
teccectgatt

agccgaacga

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7596
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REIVINDICACIONES

1. Un vector viral adenoasociado (vector AAV), que comprende un gen que codifica para un factor de transcripcion
relacionado con miocardina A (MRTF-A).

2. El vector AAV de acuerdo con la reivindicaciéon 1, siendo el vector AAV un AAV9 o un vector AAV pseudotipado
con proteinas de envuelta de AAV9, preferentemente AAV2.9, AAV1.9 o AAV6.9.

3. El vector AAV de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, encontrandose el gen bajo el
control de un promotor cardioespecifico.

4. El vector AAV de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, encontrandose el gen bajo el control de
un promotor de CMV, de un promotor de MRC2, de un promotor de MyoD o de un promotor de troponina.

5. Una composicién farmacéutica que comprende un vector AAV de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores
y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

6. Un vector AAV de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 o la composicién farmacéutica de
acuerdo con la reivindicacién 5 para su uso como medicamento.

7. Un vector AAV de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 o la composicién farmacéutica de
acuerdo con la reivindicacion 5 para su uso en el tratamiento de cardiopatia coronaria o isquemia periférica en un
mamifero, preferentemente en un ser humano, un ratén, un conejo o un cerdo.

8. El vector AAV o la composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 7, donde la cardiopatia
coronaria es infarto de miocardio agudo, isquemia miocardica, angina de pecho estable y/o miocardio hibernante.

9. El vector AAV o la composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 7, donde el mamifero
es un paciente humano sin opcién.
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FIG. 2 a-b
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FIG. 3 c-d
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