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ES 2316 655 T3

DESCRIPCION

Melusina, una proteina especifica muscular, como diana para formaco para la prevencién y el tratamiento de la
insuficiencia cardiaca, y sus aplicaciones.

Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a mamiferos transgénicos no humanos como estudio modelo para patologias
humanas, siendo transgénicos porque presentan una expresion del gen melusina reducida, inactivada, expresada o so-
breexpresada. Los animales transgénicos no humanos estan destinados a ser utilizados como modelos para estudiar
patologias del corazén y para proporcionar terapias de las mismas, en las que las patologias del corazén son la insufi-
ciencia cardiaca y en particular la cardiomiopatia dilatada. También se dan a conocer materiales y procedimientos para
el desarrollo de enfoques terapéuticos para la prevencion y el tratamiento de la insuficiencia cardiaca, en particular
la cardiomiopatia dilatada, por medio de la utilizacién de la proteina melusina y/o dcidos nucleicos codificantes de la
proteina melusina, fragmentos y/o derivados de la misma.

Antecedentes de la invencion

En sujetos afectados por hipertension arterial, el ventriculo izquierdo del corazén se somete a una actividad meca-
nica incrementada con el fin de bombear sangre contra una presion sanguinea incrementada. Bajo estas condiciones,
el coraz6n experimenta una hipertrofia compensatoria en la que los cardiomiocitos se incrementan de tamafio como
consecuencia del incremento de la sintesis y ensamblaje de proteinas contractiles de las fibrillas de actomiosina.

Aungque la hipertrofia es compensatoria y resulta beneficiosa, permitiendo la generacién de mds fuerza contractil
bajo una condicién de presion sanguinea elevada crénica, pueden producirse sucesos adicionales que reduzcan la
eficacia de la respuesta hipertréfica o que activen rutas adicionales que causan la dilatacién cardiaca y que conducen
progresivamente a la disfuncién e insuficiencia cardiacas.

La identificacién de los mecanismos moleculares implicados en la hipertrofia cardiaca inicial y en la aparicién
de una respuesta posterior deficiente de los cardiomiocitos es un reto fundamental de la biologia cardiovascular y de
la medicina en la actualidad. De hecho, la comprensién de dichos mecanismos moleculares puede resultar de gran
importancia para desarrollar estrategias terapéuticas destinada a luchar contra la insuficiencia cardiaca congestiva, una
patologia que, sélo en los Estados Unidos de América, afecta a mas de 400.000 personas cada afio.

Se han realizado considerables esfuerzos en la década pasada para identificar los mecanismos moleculares a ni-
vel celular implicados en la respuesta hipertréfica de los cardiomiocitos. Estos estudios han conducido a un modelo
mecanistico, ilustrado en la figura 10, en el que el estiramiento mecanico inducido por la sobrecarga hemodinamica:
(1) desencadena mecanosensores intracelulares que (2) activan rutas de sefializacién intracelular (3) conduciendo a la
hipertrofia por dos modos: mediante la activacion directa de genes especificos musculares (4a) y mediante la induccién
de la secrecién de factores neurohumorales y autocrinos (4b) que, a su vez, actian sobre los cardiomiocitos a través
de receptores especificos y sefializacion que contribuye a la respuesta hipertréfica.

Entre las moléculas de sefializacion (punto 3 de la figura 10) que se cree se encuentran implicadas en la hipertrofia
cardiaca en respuestas a la sobrecarga mecdnica se encuentran: la subunidad Gq alfa de la proteina G heterotrimérica
acoplada a los receptores beta-adrenérgicos (Akhter et al., 1998), la fosfolipasa C beta y la proteina quinasa C, que
actdan después de las proteinas G (Wakasaki et al., 1997), la ruta de la calcineurina/NF-AT3, la cascada Ras incluyendo
las quinasas Raf-1 y ERK1/2 MAP, las quinasas de estrés Jnk y p38, la fosfoinositida 3-quinasa, la ruta de Jak-STAT
(para una revisién ver Aoki e Izumo, 2001; Ruwhof y van der Laarse, 2000; Hunter y Chien, 1999). Estas moléculas,
aunque muy importantes en la induccidén de la respuesta hipertréfica, actian en su totalidad considerablemente después
a lo largo de las rutas de sefializacion.

De esta manera, resulta evidente que la identificacién de los mecanosensores mismos (punto 2 de la figura 10)
resultaria de gran importancia, debido a que la interferencia con dichos elementos reguladores corriente arriba permi-
tirfan un control mucho mads especifico de la respuesta hipertréfica.

La tensiéon mecdnica en el musculo es ejercida por las proteinas contrictiles del citoesqueleto, las fibrillas de
actomiosina que se encuentran fisicamente unidas a la membrana plasmatica y a la matriz extracelular mediante
receptores de membrana que pertenecen a la familia de las integrinas.

En los musculos, las integrinas se localizan preferentemente en sitios especificos conocidos como unién mioten-
dinosa y costdmeros. Estos son sitios especificos en los que las fibrillas de actomiosina se encuentran conectados a la
membrana plasmadtica, contribuyendo a una asociacion correcta y estable de la maquinaria contrictil a la membrana
de las células musculares.

Ademads de transmitir la fuerza contractil a través de la membrana plasmadtica, estas uniones también son mecano-
sensores importantes que pueden transmitir sefiales en el interior de la célula en respuesta al estiramiento mecénico.
De hecho, varias proteinas se localizan en estos sitios en la cara citoplasmadtica de la membrana plasmaética y que inte-
ractdan con las integrinas. Entre estas proteinas se incluyen paxilina, vinculina, talina y la tirosina quinasa p125Fak.
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Esta maquinaria molecular es activada por el estiramiento mecdanico de las células (para una revision ver Davis et al.,
2001; Carson y Wei, 2000) y es el mejor candidato a aparato mecanosensor.

Se ha dado a conocer una isoforma de integrina beta 1 (betalD) que se expresa especificamente en el musculo
cardiaco estriado y el musculo esquelético (Belkin et al., 1996). En asociacién con la subunidad alfa7, betalD forma
un heterodimero a7b1D con actividad de receptor hacia la merosina (laminina 2) de la matriz extracelular. El anélisis
funcional indica que la integrina betalD se une tanto a elementos citoesqueléticos como a ligandos de la matriz
extracelular con una afinidad mucho maés alta en comparacion con la isoforma betal A presente en todos los tejidos no
musculares (Belkin et al., 1997), sugiriendo que betal D proporciona una interaccion estable actina-laminina a través
de la membrana plasmadtica necesaria para soportar la tensién mecénica durante la contracciéon muscular.

Para definir con mayor detalle la base molecular de estas propiedades funcionales, los inventores han buscado
proteinas que puedan unirse al dominio citoplasmadtico de betalD. Utilizando el cribado de dos hibridos, los inventores
han aislado la melusina, una nueva proteina expresada selectivamente en el musculo esquelético y en el corazén
(Brancaccio et al., 1999; GenBank n° AF140690; GenBank n° AF140691).

El anélisis de secuencia de la melusina indica la presencia en la mitad aminoterminal de la proteina de una secuen-
cia repetida en tdndem rica en cisteinas e histidinas y de sitios de unién putativa para los dominios SH2 y SH3. La
mitad C-terminal comprende el sitio de unién para el dominio citoplasmético de la integrina y se caracteriza por un
tramo de residuos aminodcidos 4dcidos que pueden unirse a Ca?* (figura 1). La melusina se localiza en costdmeros en
correspondencia con la linea Z, en la que también se concentran integrinas y vinculina (Brancaccio et al., 1999).

La melusina de esta manera probablemente representa un nuevo transductor intracelular de la funcién de la inte-
grina betal en las células musculares.

Descripcion de la invencion

La invencidn se refiere a mamiferos de laboratorio transgénicos no humanos susceptibles de desarrollar insuficien-
cia cardiaca bajo condiciones de hipertensién como estudio modelo de patologias humanas, en los que la expresién
del gen de la melusina se encuentra reducido o inactivado.

Preferentemente la patologia humana se encuentra comprendida en el grupo siguiente: insuficiencia cardiaca, car-
diomiopatia dilatada, cardiomiopatia hipertensiva, cardiomiopatia hipertréfica, insuficiencia cardiaca congestiva, in-
farto cardiaco. Mds preferentemente la patologia humana es la cardiomiopatia dilatada.

En una forma de realizacién preferida, el mamifero transgénico no humano sometido a condiciones experimentales
de hipertension, tales como, por ejemplo, la constriccién quirtrgica de la aorta, el tratamiento farmacolégico con
farmacos hipertensivos o la dieta rica en sodio, muestra hipertrofia cardiaca dilatada y disfuncién contrictil y resulta
util como estudio modelo para proporcionar terapias de los mismos.

Asimismo, la invencién se refiere a un mamifero transgénico no humano en el que la insuficiencia cardiaca bajo
condiciones hipertensivas se previene o se mejora mediante la expresion o la sobreexpresion de un transgén de la
melusina.

Otro objetivo de la invencién son las células derivables del mamifero transgénico humano de la invencién. La
invencidn se refiere a diferentes usos de las células para la seleccion de moléculas farmacoldgicamente efectivas en la
induccidn de la activacién de la melusina.

Otro aspecto de la invencién se refiere a un procedimiento para la preparacién de un mamifero transgénico no
humano que comprende esencialmente las etapas que consisten en: i) preparar un animal transgénico no humano
portador de un alelo inactivado de la melusina, ii) someter a reproduccion el animal transgénico parental con otro
animal no transgénico, iii) seleccionar animales transgénicos heterocigdticos para la mutacion de la melusina, iv)
reproduccién de los animales heterocigdticos para seleccionar animales homocig6ticos para la mutacion del gen de la
melusina.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a la preparacién de un mamifero transgénico no humano en el que se ha
inactivado el gen de la melusina mediante enfoques genéticos diferentes de la recombinacién homdloga, tales como,
por ejemplo, transcritos antisentido de la melusina o ARNs diplex cortos de 21 a 23 nucleétidos del gen de la melusina
que pueden silenciar la expresion de la misma.

En otra forma de realizacion, la presente invencion se refiere a procedimientos para el desarrollo de enfoques
terapéuticos para la prevencion y el tratamiento de la insuficiencia cardiaca, en particular la cardiomiopatia dilatada,
mediante la utilizacién de proteina melusina y/o dcidos nucleicos codificantes de la proteina melusina y/o derivados
de la misma.

En un aspecto relacionado, la invencién proporciona procedimientos para identificar compuestos quimicos que son
agonistas de la melusina, encontrandose dichos agonistas en la forma de péptidos o compuestos organicos que son
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analogos estructurales, que en consecuencia pueden utilizarse para la preparacién de composiciones farmacéuticas
para la terapia de patologias del corazén.

Asimismo, la presente invencion se refiere a la utilizacién de melusina para la preparacion de un medicamento para
el tratamiento y la prevencion de patologias del corazén en seres humanos; en particular se refiere a la utilizacién de:
i) proteina melusina, péptidos, fragmentos y/o derivados de los mismos, ii) dcidos nucleicos codificantes de la proteina
melusina, péptidos, fragmentos y/o derivados de la misma para la preparacién de composiciones farmacéuticas para la
prevencion y el tratamiento de patologias del corazoén.

Segtn la presente invencion, dichos objetivos se consiguen mediante las reivindicaciones, a continuacion.
Descripcion detallada de la invencion

A continuacidn, se describe la presente invencién con mayor detalle haciendo referencia a los dibujos adjuntos,
que se proporcionan Unicamente a titulo de ejemplo no limitativo y en los que:

- figura 1. Secuencia de amino4cidos de melusinas de ratén (Mo) y humana (Hu) segin se deduce de los ADNc
correspondientes (secuencia GenBank AF140691 murina; secuencia GenBank A140690 humana). Se han subrayado
los dominios ricos en cisteinas y en histidinas (linea continua) y el dominio dcido carboxi-terminal (linea punteada).
Los sitios putativos de unién para los dominios SH2 y SH3 se indican en negrita. La regién de unién a integrina
se sefala en una caja. Las columnas verticales indican aminodcidos idénticos en las moléculas de ratén y humana,
mientras que los dobles puntos son residuos conservados (Brancaccio et al., 1999).

- Figura 2. Constructo de ADN gendmico utilizado para el suceso de recombinacién homoéloga en células ES.
- Figura 3. Andlisis de transferencia southern de las células ES que portan el gen mutado de la melusina.

- Figura 4. Andlisis de transferencia western de la expresion de melusina y de integrinas en los ratones de tipo
salvaje y mutante.

- Figura 5. Pardmetros ecocardiograficos y hemodindmicos en corazones de tipo salvaje (WT) y nulo para la
melusina (KO) en condiciones basales. Figura 5A, didmetro de la cdmara diastdlica del extremo ventricular izquierdo
(LVEDD), didmetro de la cadmara sist6lica del extremo ventricular izquierdo (LVESD), grosor del septo interventricular
al final de la didstole (IVSD) y grosor de la pared posterior del ventriculo izquierdo al final de la didstole (LVPWD).
Figura 5B: peso del ventriculo izquierdo expresado como mg por gramo de peso corporal (LVW/BW). Figura 5C,
acortamiento fraccional (FS) del ventriculo izquierdo calculado como [(LVEDD-LVESD)/LVEDD]x100. Figura 5D,
presion del ventriculo izquierdo medida en ratones anestesiados con un micromanémetro de punta de catéter de alta
fidelidad francés (Millar Instrument).

- Figura 6. Esquema de la constriccién quirdrgica de la aorta transversal (TAC) utilizada para inducir la sobrecarga
de presion.

- Figura 7. Respuesta de crecimiento del ventriculo izquierdo a la constriccion adrtica transversal en ratones de
tipo salvaje (+/+) y mutantes (-/-).

- Figura 8. Parametros ecocardiogréficos de corazones de tipo salvaje (WS) y nulo para la melusina (KO) de ratones
de control (no inyectados) o de ratones sometidos a constriccion adrtica transversal (TAC). Figuras 8A, didmetro de la
cdmara diastdlica del extremo ventricular izquierdo (LVEDD). Figura 8B, didmetro de la cdmara sistélica del extremo
ventricular izquierdo (LVESD). Figura 8C, grosor del septo interventricular al final de la didstole (IVSD) y grosor de
la pared posterior del ventriculo izquierdo al final de la didstole (LVPWD).

- Figura 9. Respuesta de crecimiento del ventriculo izquierdo a dosis subpresoras de fenilefrina y angiotensina II.
Se evalud la hipertrofia cardiaca a partir de la proporcién de peso de ventriculo izquierdo/peso corporal segtin indica el
eje Y. -/- y +/+ indican los ratones mutantes (cuadrados negros) y de tipo salvaje (cuadrados blancos), respectivamente.

- Figura 10. Representacion diagramadtica del mecanismo molecular a nivel celular implicado en la respuesta hi-
pertréfica de los cardiomiocitos.

- Figura 11. Remodelado y funcién del ventriculo izquierdo tras 2 y 4 semanas de realizar la CAT en ratones
de tipo salvaje (WT, columnas blancas) y mutantes (KO, columnas negras). Figura 11a: registro ecocardiografico en
modo M representativo del ventriculo izquierdo de ratones de tipo salvaje (dibujos superiores) y nulos para la melusina
(dibujos inferiores). Figura 11b: didmetro diastélico final del ventriculo izquierdo (LVEDD). Figura 11c: grosor del
septo interventricular al final de la didstole (IVSTD). Figura 11d: acortamiento fraccional en porcentaje (FS%) como
pardmetro indicador de la funcién contrictil del ventriculo izquierdo. Figura 11e: morfologia gruesa representativa
de corazones completos (filas superiores) y de secciones transversales a nivel basal de los ventriculos izquierdos de
ratones de tipo salvaje y nulo para la melusina tras 4 semanas de TAC. §: P<0,01, basal; *:P<0,01 vs. tipo salvaje; °:
P<0,05 vs. tipo salvaje.
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- Figura 12. Fosforilacién por GSK3p alterada en ratones nulos para la melusina en respuesta a la CAT mediante
la comparacién de los resultados de ratones de tipo salvaje (WT, columnas blancas) y nulos para la melusina (KO,
columnas negras). Se analizaron los extractos de proteinas del ventriculo izquierdo mediante transferencia western
con anticuerpos contra moléculas de sefializacion fosforiladas. Se control la carga de muestras utilizando anticuerpos
especificos para cada proteina. Se midid la intensidad de las bandas en dos experimentos independientes con un total
de 8 ratones por grupo y se calculd la intensidad relativa tras restar el nivel basal en animales con operacién simulada.
ERK (figura 12a), p38 (figura 12b), GSK3p (figuras 12¢), AKT (figura 12d) son rdpidamente fosforilados en respuesta
a la CAT en ratones de tipo salvaje, aunque la fosforilaciéon de GSK38 y AKT result6 fuertemente alterada en los
ratones nulo para la melusina. Se fosforilé GSK3g a nivel comparable en ratones de tipo salvaje y nulos para la
melusina 10 y 20 minutos después de la inyeccién IP de 2 IU de insulina (figura 12e). Se detecté una fosforilacién
reducida de serina9-GSK3g (figura 12f) y una actividad incrementada de quinasa (figura 12g) en los corazones nulos
para la melusina sometidos a 7 dias de CAT. °: P<0,05 vs. tipo salvaje.

A continuacidn, se describe la presente invencién haciendo referencia a algunas formas de realizacién preferidas
proporcionadas a titulo de ejemplo no limitativo.

Tal como se pondrd de manifiesto a partir de los resultados descritos posteriormente, la melusina desempefia un
papel crucial en la sefalizacién mecanoquimica, conduciendo a una hipertrofia correcta de los cardiomiocitos en
respuesta a la sobrecarga de presion.

En ausencia de melusina, la hipertrofia cardiaca resulta severamente alterada y el ventriculo izquierdo experimenta
dilatacion, adelgazamiento y muestra una capacidad contrictil reducida, perdiendo de esta manera la capacidad de
resistir el estrés biomecédnico impuesto por la presidn sanguinea elevada.

La estimulacién de la funcidn y sefializacién de la melusina se espera que mejore la hipertrofia de los cardiomioci-
tos, evitando la dilatacion y la insuficiencia cardiaca posterior. De esta manera, las estrategias terapéuticas implicardn
la expresion o sobreexpresion de la melusina en corazones con insuficiencia mediante la transferencia génica, la utili-
zacion de farmacos que actien como agonistas de la melusina o de moléculas efectoras por debajo de la melusina.

Aunque varias moléculas, tales como la subunidad alfa Gq, la fosfolipasa C beta, la proteina quinasa C, la calcineu-
rina, NF-AT3, Ras, Raf-1, ERK1/2, quinasas Jnk y p38MAP, la fosfoinositida quinasa 3 y los STAT (ver comentario,
anteriormente), son dianas potenciales para los fairmacos destinados a estimular la hipertrofia cardiaca, todas estas
proteinas presentan la gran desventaja de expresarse ubicuamente en la mayoria, si no en todos los tejidos. De esta
manera, un formaco que regule cualquiera de dichas proteinas inevitablemente causard efectos secundarios perjudicia-
les. La melusina, al ser una proteina especifica del muisculo, no presentard este problema y, por el contrario, representa
una molécula diana ideal para dicho tipo de farmacos. Una segunda ventaja importante de la melusina respecto a otras
proteinas implicadas en la hipertrofia cardiaca es su papel como mecanosensor, que sitda a la melusina en las primeri-
simas etapas de la cascada de sefializacién bioquimica que desencadena la respuesta hipertréfica. De esta manera, la
regulacién de la funcién de la melusina permite un control muy especifico de la respuesta cardiaca.

Los animales transgénicos no humanos en los que se inactiva el gen de la melusina mediante recombinacién
homéloga o mediante enfoques genéticos que no son la recombinacién homdéloga representan un modelo animal Gnico
para el ensayo de farmacos destinados a evitar la insuficiencia cardiaca. De hecho, estos animales no muestran defectos
cardfacos funcionales en condiciones basales durante la duracién de su vida. La insuficiencia cardiaca resulta evidente
sélo tras exponer los animales transgénicos, y mds preferentemente los ratones transgénicos nulos para la melusina, a
condiciones hipertensivas crénicas. En una forma de realizacién preferida, las condiciones hipertensivas se determinan
mediante restriccion quirtrgica de la aorta, el tratamiento farmacdlogica con farmacos hipertensivos o una dieta rica en
sodio. En estas condiciones, los ratones transgénicos desarrollan dilatacién e insuficiencia cardiacas con una cinética
relativamente lenta (en 4 semanas), un curso temporal mucho més lento comparado con el mostrado por otros modelos
animales de cardiomiopatia dilatada (Arbet et al., 1997; Hirota et al., 1999; Badorff et al., 2002), permitiendo someter
a ensayo mas exactamente los firmacos destinados a evitar la insuficiencia cardiaca.

La preparacion de un animal transgénico no humano, preferentemente un animal transgénico nulo para la melusina,
comprende esencialmente las etapas siguientes: i) preparar un constructo de ADN genémico que anule la expresion
de la melusina y adecuado para los sucesos de recombinacién homoéloga, ii) utilizar dicho constructo de ADN para
inducir la recombinacién homéloga en células madre embrionarias, iii) la utilizacién de células madre que portan
un gen inactivado de la melusina para generar un embrién quimérico, iv) seleccionar animales heterocigéticos y
homocigéticos para la mutacién de la melusina mediante el cruce de animales quiméricos con diferentes cepas de
raton.

Un animal transgénico para la melusina es un animal en el que se ha alterado/modificado la expresién de la proteina
melusina en una direccidn positiva o negativa mediante la introduccidn estable o transitoria en algunas o en todas
las células de los animales de moléculas capaces de modificar la expresién de la melusina a nivel transcripcional,
traduccional o postraduccional.

A titulo de ejemplo no limitativo, puede utilizarse un constructo de ADN codificante de un transcrito antisentido
de melusina. La expresion de dicho constructo de ADN es dirigida por un promotor especifico cardiaco, tal como el
promotor de la cadena pesada de la a-miosina. Este constructo se introduce en oocitos fertilizados que después se
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reimplantan en el dtero de madres nodrizas con el fin de generar animales transgénicos no humanos que expresan
niveles nulos o reducidos de melusina en el corazén. Un segundo ejemplo no limitativo consiste en la utilizacién
de vectores codificantes de ARNs duplex cortos, de 21 a 23 nt, capaces de silenciar genes que contienen secuencias
homélogas (Hasuwa et al., 2002).

La patologia cardiaca mostrada por los ratones transgénicos nulos para la melusina descrita en la presente inven-
cion indica que la melusina resulta necesaria para sostener la respuesta hipertréfica compensatoria que se produce al
exponer el corazén a una sobrecarga de presion. De esta manera, se concluye que la inhibicién de la funcién de la
melusina por compuestos naturales o sintéticos puede conducir a insuficiencia y dilatacién cardiacas en animales que
portan genes de la melusina de tipo salvaje y expuestos a condiciones hipertensivas.

Ejemplos
Ejemplo 1
Produccion de ratones transgénicos nulos para la melusina y caracterizacion molecular

Con el fin de investigar el papel de la melusina en la funcién de las integrinas, los inventores han generado una
mutacion en ratones (cepa 129SV consaguinea) que anula la expresién de melusina. Mediante la utilizacién de ADNc
murino (Brancaccio et al., 1999; n°® GenBank AF140691), los presentes inventores aislaron un fragmento genémico de
14,8 kb que comprendia cuatro exones en el extremo 5’ del gen de la melusina. La caracterizacion parcial con mapa
de restriccion y secuenciacién indicé que el primer exén contenia el codon de inicio ATG. Se sustituy6 un fragmento
PstI que contenia los exones 1 a 4 con un casete que contenia las secuencias IRES unidas al gen LacZ seguido del gen
de resistencia a la neomicina controlado por un promotor PGK (figura 2). Este constructo, que presenta dos brazos de
4,1 y 5 kb homologos al gen endégeno, se sometio a electroporacién en células madre R1 embrionarias procedentes de
ratones 129SV consaguineos macho. Se han identificado mediante andlisis de transferencia southern diferentes clones
en los que se habia producido recombinacién homdloga (figura 3). Debido a que el gen de la melusina se encuentra
situado en el cromosoma X (Brancaccio et al., 1999) y las células ES R1 son de origen masculino, un tnico suceso
de recombinacién homdloga resulté suficiente para inactivar el gen de la melusina (figura 3). Tras la inyeccién de
las células ES mutantes en blastocitos y la implantacién en el ttero de una madre nodriza, se obtuvieron ratones
quiméricos en los que las células genéticamente modificadas habian colonizado la linea germinal. A continuacién, se
cruzaron quimeras con ratones 129SV para obtener ratones 129SV nulos para la melusina.

Los ratones nulos para la melusina son viables y fértiles y no muestran defectos musculares o cardiacos apreciables
hasta los 18 meses de edad.

La inactivacion con éxito del gen de la melusina se demostré mediante anélisis de la expresion de proteinas en los
musculos cardiaco y esqueléticos de ratones mutantes (figura 4). Estos indican, de esta manera, que la melusina no
resulta necesaria para el desarrollo de los musculos y el corazén.

Ejemplo 2
Papel de la melusina en la hipertréfica cardiaca

Se investigd la morfologia y rendimiento cardiacos basales mediante ecocardiografia y cateterizacién cardiaca y
se descubrid que eran comparables en ratones de tipo salvaje y nulos para la melusina.

Tal como se muestra en la figura 5A, la ecocardiografia permitié medir el didmetro diastdlico final del ventriculo
izquierdo (LVEDD), el didmetro sistélico final (LVESD), el grosor del septo interventricular al final de la didstole
(IVSD), el grosor de la pared posterior del ventriculo izquierdo al final de la didstole (LVPWD) y el acortamiento
fraccional (FS) (figura 5C). También se midi6 la masa del ventriculo izquierdo (LVW/BW) a modo de pardmetro
indicador de hipertrofia y se encontré que era comparable en ratones nulos para la melusina y de control (figura 5B).
Ademas, se midi6 directamente la presién desarrollada por el ventriculo izquierdo mediante cateterizacién con un
micromanémetro y se informé como dP/dt (figura 5D). De esta manera, la ausencia de melusina no afecta a la funcién
cardiaca bajo condiciones fisioldgicas.

Sin embargo, la deficiencia de melusina afecta a la funcién del musculo cardiaco al exponer los corazones a
sobrecarga de presion. Para analizar la capacidad de responder a la sobrecarga biomecdnica, se sometié a corazones
nulos para la melusina a hipertensién crénica provocada mediante restricciéon quirdrgica de la aorta transversal tal
como se describe posteriormente y en la figura 6.

Los ratones se anestesiaron mediante inyeccién de una mezcla de quetamina (100 mg/kg) y xilazina (10 mg/kg).
Tras la esternotomia longitudinal, se restringié el arco adrtico entre el tronco anénimo y la arteria cardtida izquierda
con hilo de seda 8-0 atado contra el vaso y una aguja de calibre 27 de punta roma que después se extrajo rapidamente.
En el grupo de control se llevaron a cabo los mismos procedimientos quirdrgicos anteriormente indicados. Se some-
tieron los ratones nulos para la melusina y de tipo salvaje al procedimiento quirtirgico anterior. Siete dias después de
la cirugia, se evalud el grado de sobrecarga hemodindmica, indicada por el gradiente de presion sistlica, mediante
canulacion selectiva de las arterias carétidas izquierda y derecha (Lembo et al., 1996).
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Tras dichas evaluaciones hemodindmicas, los ratones se pesaron, se extirparon los corazones y se evalué la hiper-
trofia cardfaca utilizando la proporcién de peso ventricular izquierdo/peso corporal.

Aunque los ratones de tipo salvaje desarrollaron una hipertrofia cardiaca compensatoria clara 7 dias después de
la cirugia, los ratones nulos para la melusina s6lo mostraron una hipertrofia muy modesta, segin la evaluacion de la
proporcion de peso ventricular izquierdo/peso corporal (figura 7).

Con el fin de caracterizar mejor la evolucion del remodelado del ventriculo izquierdo durante la sobrecarga de
presion crénica, se sometié a ratones nulos para la melusina a CAT (constriccién adrtica transversal) durante un
periodo de 4 semanas y se examinaron mediante andlisis ecocardiografico en serie a lo largo de este periodo. Se evalud
la estructura y funcionamiento cardiacos de manera no invasiva mediante ecocardiografia transtoracica en condiciones
basales y tras 2 y 4 semanas de la CAT. Todas las mediciones se determinaron en una vista de eje corto a nivel de los
musculos papilares.

Tal como se esperaba, los ratones de tipo salvaje mostraron un grosor incrementado del septo interventricular y
diametros reducidos del ventriculo izquierdo al final de la didstole. En contraste, tras 7 dias de CAT, los ratones nulos
para la melusina desarrollaron sélo un engrosamiento modesto de las paredes ventriculares y un agrandamiento signifi-
cativo de la cdmara (figura 8). Tras 2 semanas de CAT, los ratones nulos para la melusina mostraron un agrandamiento
adicional de la cdmara ventricular izquierda en comparacién con la observada en los ratones de tipo salvaje (figura 11).
Tras 4 semanas, la dilatacion ventricular izquierda era todavia mas evidente y se asociaba a un deterioro marcado de
la funcidn contractil, detectado por la alteracion severa del acortamiento fraccional (figura 11). Finalmente, las tasas
de letalidad a las 4 semanas de CAT eran mayores en los ratones mutantes comparado con los de tipo salvaje (53,3%
frente a 30,7%).

La ausencia de melusina resulta, de esta manera, en hipertrofia cardiaca reducida y estimula la dilatacién del
ventriculo izquierdo al exponer el corazén a una presion sanguinea elevada. De esta manera, esta condicién acelera la
aparicion de la respuesta cardiaca defectiva.

Ejemplo 3
Papel mecanosensor de la melusina en el corazon

Con el fin de someter a ensayo si la melusina se encuentra implicada en la hipertrofia cardiaca en respuesta a
estimulos diferentes de la sobrecarga de presion, los inventores también sometieron a ensayo la respuesta cardiaca en
ratones nulos para la melusina tras la administracién crénica de fenilefrina o angiotensina II a dosis supresoras que no
incrementan la presién sanguinea.

La administracién crénica de dosis supresoras de fenilefrina (100 mg/kg/dia) o angiotensina II (0,1 mg/kg/dia)
(Harada et al., 1998) se llevé a cabo mediante el implante subcutdneo de minibombas osméticas (Alza Corp.) que
administran las dosis anteriores de fenilefrina o angiotensina II durante 21 dias. En estos grupos de control de serie
experimental se trataron con un vehiculo solo.

Con el fin de verificar que la infusién de agonistas crénicos no altera la homeostasis de la presiéon sanguinea, se
evalu el perfil de presién sanguinea a partir de la medicién radiotelemétrica realizada mediante la implantacién de
un dispositivo comercialmente disponible en la arteria femoral y la captacion de la sefial de presion telemétrica en un
sistema dedicado de andlisis computerizado (Data Sciences International).

Se evalud la hipertrofia cardiaca a partir de la proporcién de peso del ventriculo izquierdo/peso corporal. Los resul-
tados de estos experimentos indican que los ratones nulos para la melusina expuestos a dosis subpresores de fenilefrina
o angiotensina II desarrollan hipertrofia del ventriculo izquierdo de una manera no significativamente diferente de los
ratones de tipo salvaje (figura 9).

Dichos resultados indican en conjunto que la melusina se encuentra implicada en la respuesta hipertréfica a la
sobrecarga de presion (ver el Ejemplo 2), pero que no resulta necesaria en la respuesta a factores tréficos, tales como
la fenilefrina o la angiotensina II. De esta manera, lo expuesto anteriormente indica de manera convincente un papel
mecanosensor de la melusina en el corazén.

Ejemplo 4
La falta de melusina altera la fosforilacion de gsk3(3

Con el fin de investigar el impacto de la melusina sobre la sefializacion intracelular cardiaca desencadena por estrés
biomecanico, se analizé la fosforilacién de las proteinas de sefializacién de las que se ha informado se encuentran
implicadas en la hipertrofia cardiaca (Aoki e Izumo, 2001; Hunter y Chien, 1999; Hardt y Sadoshima, Circ. Res.,
2002).

Se muestran experimentos representativos en la figura 12. Se sometieron los ratones de tipo salvaje (WT, columnas
blancas) y los ratones nulos para la melusina (KO, columnas negras) a CAT durante 10 minutos o a falsas operaciones
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(S) a modo de controles. Se analizaron los extractos de proteinas del ventriculo izquierdo mediante transferencia
western con anticuerpos contra moléculas de sefializacion fosforiladas.

En particular, los inventores descubrieron que la glucégeno sintasa quinasa 3beta (GSK3p) resultaba diferencial-
mente fosforilada en ratones de tipo salvaje comparado con ratones nulos para la melusina. Tal como se muestra en
la figura 12c, GSK3g se fosforilé fuertemente en la serina 9 pasados 10 minutos de la CAT en ratones de tipo salvaje
concordando con la hipétesis de que esta sefial era desencadenada en respuesta a un suceso mecdnico. Sin embargo, en
ratones nulos para la melusina, el grado de fosforilacion de la serina 9 de GSK3p result6 severamente reducido (figura
12c).

Debido a que AKT es una quinasa importante que regula la fosforilacion de la serina 9 de GSK3g, los inventores
analizaron el estado de fosforilacién de esta quinasa. Aunque AKT resulta rdpidamente fosforilada en respuesta a la
CAT en los ratones de tipo salvaje, esta respuesta resulté fuertemente reducida en los ratones nulos para la melusina
(figura 12d).

La GSK3p se encuentra implicada en multiples rutas de sefializacién y es una diana bien conocida de la sefiali-
zacion de los receptores de la insulina (Cohen y Frame, 2001). A continuacion, los inventores sometieron a ensayo
si la falta de melusina podia afectar la fosforilacién de GSK3g en respuesta a la insulina. El andlisis de transferencia
western de extractos de corazén de ratones tratados durante 10 y 20 minutos con insulina (administrada con inyeccio-
nes IP de 2IU-) mostré que GSK38 se encontraba fosforilada a nivel comparable en ambos genotipos de ratén (figura
12e).

Debido a que la atenuacién de la hipertrofia cardiaca en ratones nulos para la melusina se observé transcurridos
7 dias de la CAT, los inventores sometieron a continuacién a ensayo la sefializacién de GSK3p en este punto del
tiempo. Resulta interesante que la fosforilacion de la serina 9 de GSK3g se encontraba reducida en ratones nulos para
la melusina comparado con ratones de tipo salvaje transcurridos 7 dias de la CAT (figura 12f). Ademads, la actividad de
quinasa se encontraba incrementada segin predijo la accién inhibidora de la fosforilacién de la serina 9 (figura 12g).
De esta manera, la sefializacion alterada de GSK3g es persistente en los ratones nulos para la melusina expuestos a 7
dias de CAT.

Estos datos indican que la falta de melusina altera selectivamente la AKT ventricular izquierda y la fosforilacién
de GSK3p en respuesta al estrés biomecanico.

Ejemplo 5
Aislamiento de compuesto orgdnico agonista de melusina

Con el fin de identificar los agonistas de la melusina, se han identificado las moléculas que pueden activar la funcién
de la melusina. Basdndose en datos anteriormente publicados (Brancaccio et al., 1999) y datos actuales, es conocido
que las integrinas se unen a la melusina y desencadenan la activaciéon de la misma. De esta manera, los péptidos o
compuestos organicos ligantes de la melusina y que interfieren con la unién de melusina e integrina se espera que
sean buenos candidatos a agonistas de la melusina mediante mimetizacion de la activacion de la melusina inducida por
integrina. Dichos agonistas de la melusina pueden identificarse a partir de una gran biblioteca de compuestos péptidos
y similares a péptidos mediante la utilizacién de técnicas de cribado de alto rendimiento utilizando un ensayo bien
definido para la deteccién de dichos agonistas.

Con dicho fin, puede utilizarse un ensayo ELISA en el que melusina recombinante purificada o fragmentos de la
proteina se encuentran adsorbidos sobre la superficie de pocillos de microtitulacién, se incuban con extractos celulares
que contienen integrina para permitir la unién de integrina y melusina. A esta mezcla se le afiaden compuestos especi-
ficos para seleccionar moléculas capaces de unirse a la melusina e impedir la unién de integrinas. Anteriormente se ha
utilizado un procedimiento similar para seleccionar un compuesto que pueda interferir con la funcién de la integrina
en otros sistemas celulares (Ambroise et al., 2002).

Puede utilizarse el protocolo de ELISA siguiente. Se purifican mediante cromatografia de afinidad en glutatién-
sefarosa 4B, proteinas de fusién constituidos por GST (glutatién S-transferasa) fusionada con la melusina humana de
longitud completa y/o un fragmento de residuos aminoédcidos 149 a 350 en la regién C-terminal, que contiene el sitio
de unidén a integrina (Brancaccio et al., 1999). Se adsorben sobre pocillos de microtitulacién segiin procedimientos
estandar proteinas de fusién purificadas y se utilizan como ligandos para la unién de integrinas. Se utilizan extractos
de células COS como fuente de heterodimeros de integrina betal.

Brevemente, se lavan las células COS dos veces con PBS frio y se extraen en PBS (Tris-HC1 25 mM, pH 7,6, NaCl
150 mM, NaVO4 1 mM, NaF 10 mM, leupeptina 10 ug/ml, pepstatina 4 pg/ml y aprotinina 0,1 TIU/ml), Nonidet
P-40 al 0,5% mds Ca** 1 mM o con TBS, Nonidet P-40 al 0,5% mas EDTA 5 mM para solubilizar las proteinas
membranales. Se incubaron 100 ul de extractos celulares que contenian 2 mg de proteinas/ml durante la noche a 4°C
en pocillos recubiertos con GST-melusina, GST-melusina (aminodcidos 149 a 350) y GST solo (como control). Tras
el lavado, se detect6 la unién de integrinas con el anticuerpo monoclonal TS2/16 seguido de anticuerpo antiratén
conjugado con peroxidasa. Los compuestos que pueden interferir con la unién de integrina a melusina se afiadieron
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a concentraciones crecientes conjuntamente con el extracto de células COS durante la incubacién con la proteina de
fusiéon GST-melusina.

Como fuente de compuestos que pueden interferir con la unién de melusina a integrina, puede utilizarse una bi-
blioteca de expresion fagica de péptidos aleatorios (Ladner y Ley, 2001). En estas bibliotecas, se insertan secuencias
oligonucledtidas aleatorias codificantes de secuencias cortas de aminodcidos (8 a 18 residuos) en la secuencia codifi-
cante de las proteinas de la cubierta fagica. El fago resultante expresa en su superficie la secuencia de péptido aleatorio
que debe seleccionarse por su capacidad de unién. La populacién fagica que expresa los péptidos aleatorios se deja
que interaccione con la melusina recombinante adsorbida sobre la superficie de pocillos de microtitulacién antes de la
incubacién con integrinas. Se aislan los fagos que interfieren con la unién de integrinas y se determina la secuencia
peptidica codificada por el oligonucleétido aleatorio insertado mediante secuenciacién del ADN.

Como fuente alternativa de compuestos orgdnicos capaces de unirse a melusina interfiriendo con la unién de las
integrinas se utilizan bibliotecas de quimica combinatorial (Floyd et al., 1999; Ambroise et al., 2002; Toogood, 2002).

Las secuencias peptidicas aisladas mediante el procedimiento descrito anteriormente se someten a ensayo para su
capacidad de desencadenar la hipertrofia in vitro de los cardiomiocitos. Para este ensayo, se utilizan cardiomiocitos
nulos para la melusina derivados de animales transgénicos de la invencion para definir la especificidad del compuesto
aislado para la melusina. Este compuesto resulta inefectivo en cardiomiocitos nulos para la melusina, mientras que
deberia encontrarse activo en las células de tipo salvaje.

Con el fin de permitir la penetracion en las células, los péptidos se acoplan a péptidos troyanos (Derossi et al.,
1998) que permiten la administracién intracelular espontdnea y eficiente.

También se utilizan péptidos activos para desarrollar compuestos organicos andlogos estructurales mas adecuados
para el tratamiento in vivo.

Se tratan modelos de ratén genéticamente modificado que desarrollan, espontdneamente o tras la induccién por so-
brecarga de presion, cardiomiopatia dilatada (para una revision ver Chien, 1999), se tratan mediante la administracion
de andlogos péptidos con implante subcutdneo de minibombas de infusion y se analizar para su funcién y morfologia
cardiacas para monitorizar la actividad terapéutica potencial in vivo de los compuestos.

Se aplica la misma estrategia con moléculas que actian por debajo de la melusina en el control de la respuesta de
hipertrofia cardiaca. Mediante la utilizacién de diferentes enfoques experimentales, incluyendo la coinmunoprecipita-
cidn, la cromatografia de afinidad y el ensayo de dos hibridos, pueden identificarse proteinas que se unen a la melusina
y que funcionan como transductores por debajo de la sefial mecanoquimica que conduce a la hipertrofia (entre las eta-
pas 2y 3 en la figura 10). Tras identificar y caracterizar estas moléculas, puede aplicarse la misma estrategia descrita
anteriormente para seleccionar agonistas que refuerzan la activacién de dichas proteinas que actian mas abajo de la
melusina. Dichos fairmacos se someten a ensayo en ratones transgénicos nulos para la melusina para su capacidad de
rescatar la dilatacion del ventriculo izquierdo observada en estos animales tras la CAT.

Ejemplo 6
Terapia de gen de la melusina para prevenir y tratar la dilatacion e insuficiencia cardiacas

Tal como se ha expuesto anteriormente, puede conseguirse una estrategia terapéutica alternativa para prevenir y/o
curar la dilatacion e insuficiencia cardiacas mediante la induccidn de la sobreexpresion de melusina.

Se ha demostrado que los constructos de adenovirus y/o otros vectores viricos, tales como los vectores lentiviricos,
son un vector eficiente para la administracién génica en patologias experimentales del corazén (Wright et al., 2001).
Se prepara un vector adenovirico que expresa el gen de la melusina siguiendo el protocolo siguiente proporcionado a
titulo de ejemplo. También pueden prepararse vectores lentiviricos mediante procedimientos similares.

Se clona el ADNc de la melusina humana (GenBank AF 140690) en un vector lanzadera (pAdTrack-CMV) que
contiene el marcador de GFP. Se linearizan 100 a 500 ng del plasmido resultante mediante digestién con endonucleasa
de restriccion Pmel y tras la digestion, se extraen mediante tratamiento con fenol-cloroformo, se precipitan con etanol
y se resuspenden en 6 ul de agua desionizada. Se cotransforma plasmido lanzadera digerido con Pmel y 100 ng de
vector esqueleto adenovirico (pAdEasy-1) mediante electroporacion en células de E. coli BJ5183. Las células de E.
coli transformadas se resuspenden en 500 ul de caldo L, se siembran en 3 placas de LB canamicina y se cultivan
durante la noche a 37°C. Se seleccionan 10 a 20 colonias y se cultivan en 2 ml de caldo L que contenia 25 pg/ml de
canamicina durante 10 a 15 horas. Se llevan a cabo minipreparaciones de ADN mediante procedimientos convencio-
nales y se digieren pldsmidos superenrollados con endonucleasa de restriccidon Pacl. Los clones candidatos rinden tras
la digestién un fragmento grande de aproximadamente 30 kb y uno de menor tamafio de 3 6 4,5 kb. Se retransforma
adenovirus recombinante en E. coli y se purifica utilizando kits de purificacién disponibles comercialmente. A conti-
nuacion, se linearizan 4 ug de ADN adenovirico recombinante con endonucleasa de restriccion Pacl, se precipitan con
etanol, se resuspenden en 20 ul de agua estéril y se utilizan para la transfeccién de 2x10° células 293 (células de rifién
embrionario humano transformadas por E1) a una confluencia de entre 50% y 70%. La transfeccion y la produccién
virica se monitorizan mediante la expresioén de proteina GFP fluorescente. Se raspan las células con una varilla con
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extremo de goma 7 a 10 dias después de la transfeccidn y se recogen en tubos de 50 ml, después se centrifugan y se
resuspenden en 2 ml de PBS estéril. Las células se congelan en un bafio de hielo seco-metanol y se descongelan en un
bafio de agua a 37°C y después se agitan con vortex. Las células se congelan y se descongelan en un total de 4 ciclos.
A continuacidn, las muestras se centrifugan brevemente y se almacenan a -20°C. Este sobrenadante virico se utiliza
para infectar células 293 confluyentes al 50% a 70% con el fin de producir una gran cantidad de stocks viricos. Los
virus se recogen tras desenganchar entre un tercio y la mitad de las células. Resulta posible confirmar la presencia de
virus utilizando PCR y andlisis de transferencia western. El titulo virico se mide mediante recuento de las células 293
fluorescentes verdes 18 horas después de la infeccion con diversas diluciones de sobrenadante virico.

El vector adenovirico se administra en los animales siguiendo un protocolo basado en catéteres para la inyeccién
intracardiaca segtn Haijar et al. (Haijar et al., 1998).

Como prueba de la eficacia in vivo, el vector adenovirico de la melusina se somete a ensayo para su capacidad de
rescatar la dilatacion cardiaca en ratones nulos para la melusina sometidos a restriccién de la aorta transversal. Este
procedimiento también se aplica en diferentes modelos de ratdn transgénico con una respuesta hipertréfica alterada o
con cardiomiopatia dilatada espontdnea.
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REIVINDICACIONES

1. Mamifero de laboratorio transgénico no humano susceptible de desarrollar insuficiencia cardiaca bajo condicio-
nes hipertensivas, en el que la expresion del gen de la melusina se encuentra disminuida o inactivada.

2. Mamifero transgénico segun la reivindicacién 1, en el que la expresion del gen de la melusina se ha inactivado
mediante recombinacién homdéloga.

3. Mamifero transgénico segun la reivindicacién 2, en el que el animal es un animal con inactivacién génica nulo
para la melusina.

4. Mamifero transgénico segun la reivindicacién 1, en el que la expresion del gen de la melusina es reducido o
inactivado mediante procedimientos genéticos distintos a la recombinacién homéloga.

5. Mamifero transgénico segun la reivindicacion 4, en el que el procedimiento genético implica transcritos anti-
sentido de la melusina, o ARN duplex cortos de 21 a 23 nucledtidos del gen de la melusina que pueden silenciar la
expresion de la melusina.

6. Mamifero transgénico no humano en el que se previene o se mejora la insuficiencia cardiaca bajo condiciones
hipertensivas, caracterizado porque se expresa o se sobreexpresa un transgén de la melusina.

7. Mamifero transgénico segtin cualquiera de las reivindicaciones 1, 3 a 6, en el que la reduccién o inactivacion de
la expresion o de la sobreexpresion es transitoria.

8. Mamifero transgénico segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, sometido ademds a condiciones hiperten-
sivas.

9. Mamifero transgénico segun la reivindicacion 8, en el que dichas condiciones hipertensivas son inducidas me-
diante operacién quirurgica.

10. Mamifero transgénico segin la reivindicacion 8, en el que dicha operacion quirtirgica consiste en la constriccién
quirdrgica de la aorta transversal.

11. Mamifero transgénico segin la reivindicacion 8, en el que dichas condiciones hipertensivas son inducidas
mediante tratamiento farmacoldgico con farmacos hipertensivos.

12. Mamifero transgénico segtn la reivindicacion 8, en el que dichas condiciones hipertensivas son inducidas con
una dieta rica en sodio.

13. Mamifero transgénico segtn la reivindicacién 6 y cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, en el que dicho ani-
mal por lo menos desarrolla menos hipertrofia cardiaca que un animal de tipo salvaje tras la exposicién a condiciones
hipertensivas.

14. Mamifero transgénico segun la reivindicacion 1 y cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, en el que dicho
animal desarrolla por lo menos una dilatacién cardiaca.

15. Mamifero transgénico segin la reivindicacién 1 y cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, en el que dicho
animal desarrolla por lo menos una insuficiencia cardiaca.

16. Mamifero transgénico segutin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el animal es un ratén (Mus
musculus).

17. Mamifero transgénico segun la reivindicacion 16, en el que dicho ratén pertenece a las cepas 129SV, C57BI o
129SVxC57BI.

18. Célula derivable de un mamifero transgénico segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 6 7, caracterizada
porque la expresion de la melusina se encuentra disminuida o inactivada.

19. Célula derivable de un mamifero transgénico segiin cualquiera de las reivindicaciones 6 6 7, caracterizada
porque la melusina se encuentra sobreexpresada.

20. Utilizacién de un mamifero transgénico segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17 o de una célula se-
glin cualquiera de las reivindicaciones 18 6 19 para la seleccién de compuestos farmacoldégicamente activos en la
prevencion y/o el tratamiento de la insuficiencia cardiaca.

21. Utilizacién de un mamifero transgénico segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17 como modelo pa-
ra el estudio de patologias cardiacas seleccionadas de entre el grupo constituido por: insuficiencia cardiaca, insufi-
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ciencia cardiaca congestiva, cardiomiopatia dilatada, cardiomiopatia hipertensiva, cardiomiopatia hipertréfica, infarto
cardiaco.

22. Procedimiento para la preparacién de un mamifero transgénico segun la reivindicacién 1, que comprende
esencialmente las etapas que consisten en:

i) preparar un animal parental transgénico portador de un alelo de la melusina inactivado,
ii) cruzar el mamifero transgénico parental con un animal no transgénico,
iii) seleccionar los mamiferos transgénicos heterocigéticos para la mutacién del gen de la melusina.

23. Procedimiento segtin la reivindicacién 22, que comprende ademds la etapa que consiste en iv) cruzar los
mamiferos transgénicos heterocigdticos para seleccionar los mamiferos transgénicos homocigéticos para la mutacién
del gen de la melusina.

24. Procedimiento para cribar compuestos que pueden interaccionar con la melusina, siendo dichos compuestos
agonistas de la melusina y farmacolégicamente activos en la prevencién y/o el tratamiento de la insuficiencia cardiaca,

en el que dicho procedimiento comprende utilizar melusina, fragmentos y/o derivados de la misma.

25. Utilizacién de melusina, fragmentos y/o derivados de la misma para la preparacion de un medicamento para la
prevencion y/o el tratamiento de la insuficiencia cardiaca.

26. Utilizacién de melusina, fragmentos y/o derivados de la misma para el cribado de compuestos farmacoldgica-
mente activos para la prevencion y/o el tratamiento de la insuficiencia cardiaca.

27. Utilizacién segun la reivindicacién 26, en la que dicho compuesto farmacolégicamente activo es un agonista
de la melusina.

28. Utilizacién de un vector de ADN para la preparacion de un medicamento para su utilizacion en la prevencién
y/o el tratamiento de la insuficiencia cardiaca, comprendiendo dicho vector un transgén codificante de la proteina
melusina o de fragmentos de la misma y que expresa dicho transgén en el miocardio.

29. Utilizacién segtin la reivindicacion 28, en la que dicho transgén comprende ADNc de melusina o fragmentos
del mismo.

30. Utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 28 a 29, en la que dicho vector es un vector adenovirico o
un vector lentivirico.

31. Composiciones farmacéuticas que comprenden melusina, fragmentos y/o derivados de la misma, para la pre-
vencioén y/o tratamiento de la insuficiencia cardiaca.
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Figura 12
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