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DESCRIPCION
FGF10 para el tratamiento de cardiopatias
Campo de la invencion
La presente invencién se refiere al FGF10 para usar en el tratamiento de cardiopatias.
Antecedentes de la invencion

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de mortalidad, representando el 33 % de todas las muertes
en Estados Unidos en 2008 y el 29 % en Francia. En 2008, el coste econémico anual de las enfermedades
cardiovasculares en Estados Unidos se estimé en 297.7 millones de ddlares, lo que supuso el 16 % del gasto sanitario
total, esto demuestra claramente que las enfermedades cardiovasculares son un importante problema de salud publica
en los paises industrializados. Las enfermedades cardiacas, incluido el infarto de miocardio, se caracterizan por la
pérdida de cardiomiocitos, 0 que provoca una afectacién drastica de la funcion cardiaca y, en Ultima instancia,
insuficiencia cardiaca congestiva. A pesar de los importantes avances, los tratamientos convencionales no corrigen
los defectos en el nimero de células musculares cardiacas y el prondstico de la insuficiencia cardiaca congestiva sigue
siendo malo. Siguen existiendo necesidades especificas de nuevas estrategias para mejorar la regeneracion cardiaca
y sustituir los cardiomiocitos tras una lesion cardiaca o cardiopatia. La existencia, en el corazén de los mamiferos
adultos, de capacidades proliferativas de los cardiomiocitos, bajas pero que pueden detectarse, (Bergmann O, et al.
(2009), Science, 324:98-102) ha desplazado el objetivo de la terapia regenerativa hacia nuevas estrategias
terapéuticas dirigidas a la promocién de la reentrada en el ciclo celular de los cardiomiocitos maduros. Las pruebas
recientes que demuestran que el potencial de renovaciéon de los cardiomiocitos de los mamiferos se pierde poco
después del nacimiento apoyan firmemente la hipbtesis de que es esencial conocer en detalle la regulacién de la
proliferacién fetal de los cardiomiocitos para identificar objetivos de reparacién y regeneracién cardiaca en cardiopatias
congénitas y adquiridas.

El documento WO 00/38518 divulga usos de vectores virales adenoasociados recombinantes para administrar genes
a cardiomiocitos con el fin de tratar o mejorar afecciones cardiovasculares, en los que la molécula expresada eficaz
terapéuticamente puede ser FGF-1, FGF-2, FGF-5, VEGF o HIF-1.

Sin embargo, hasta la fecha no se dispone de ningun tratamiento eficaz destinado a promover la reentrada al ciclo
celular de los cardiomiocitos maduros.

Los inventores han descubierto recientemente un papel de la sefializacién del FGF10 en la regulaciéon de la
proliferacién de cardiomiocitos tanto fetales como en adultos (Rochais F, et al. 2014, Cardiovasc Res, 104:432-42). El
papel de Fgf10 en el control de la proliferacién de los cardiomiocitos fetales se descubrié utilizando cortes de corazén
y cultivos primarios de células cardiacas procedentes de embriones de tipo silvestre (WT) y knock-out (deficientes) en
Fgf10. Ademas, utilizando un modelo de ratén transgénico inducible, la sobreexpresion de Fgf10 produjo un aumento
de la proliferacién de cardiomiocitos. Sin embargo, este estudio no investigé el papel del FGF10 en la patogénesis de
las cardiopatias, en particular el infarto de miocardio. Por tanto, no era seguro que el FGF10 fuera realmente un
objetivo de eleccion para el tratamiento de las cardiopatias.

Sumario de la invencion

Inesperadamente, en el presente documento se demuestra, utilizando un modelo de ratén de infarto de miocardio, que
el FGF10 promueve especificamente la proliferacion de los cardiomiocitos tras un infarto de miocardio, lo que conduce
a la regeneracion cardiaca. Ademas, los resultados muestran que el FGF10 también es necesario para impedir la
infiltracién de fibrosis cardiaca y para reprimir la inflamacién prolongada, ambos parametros participan fuertemente en
la remodelacién cardiaca deletérea después del infarto; de este modo se demuestra que el FGF10 es crucial para la
reparacion cardiaca en condiciones patolégicas. Por Gltimo, los resultados presentados demuestran claramente que
el FGF10 es necesario para preservar el funcionamiento cardiaco tras un infarto de miocardio. De esta manera, éste
es el primer informe que demuestra el efecto protector de la via de sefializacion del FGF10 en el contexto de las
cardiopatias. La invencién proporciona, por tanto, una potente estrategia para el tratamiento de cardiopatias, incluido
el infarto de miocardio.

En consecuencia, la presente invencion se refiere a FGF10, o a un vector que codifica FGF70 para su uso en un
método para tratar una cardiopatia que se selecciona entre infarto de miocardio, cardiopatia isquémica, fibrosis
cardiaca o inflamacién cardiaca.

En particular, el FGF10, o un vector que lo codifique, se utiliza para mejorar la reparacién y regeneracién cardiaca
(sustitucidon de cardiomiocitos dafiados) en particular en un paciente que presenta una cardiopatia como se definié
anteriormente, como infarto de miocardio y cardiopatia isquémica (por ejemplo, cardiopatia isquémica crénica).
Gracias a la invencion, el FGF10, o un &cido nucleico que codifica el mismo puede utilizarse para reparar y/o regenerar
tejido cardiaco de dicho paciente. En otra realizacion, la invencién proporciona FGF10, o un vector que codifica el
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mismo, para su uso en la prevencion de la insuficiencia cardiaca congestiva.

Leyendas de las figuras
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Figura 1: La expresién de Fgf10 aumenta en los cardiomiocitos tras un infarto de miocardio. (A) Vista de montaje
completo de medio corazén de ratones Fgf10-LacZ operados en condiciones simuladas (SHAM) y con infarto de
miocardio (IM), 21 dias (21d) después del IM, mostrando células X-gal* (cabezas de flecha). (B) Experimento de
gRT-PCR en corazones con IM del ventriculo izquierdo que muestra un aumento de la expresion de Fgf10a 1 dia
(1d), 5 dias (5d) y 21 dias (21d) después del IM. (C) Cortes criostaticos de corazones Fgf10-LacZ-IM que muestran
nicleos X-gal* (punta de flecha) en cardiomiocitos (células que expresan a-actinina). **, 0,001<p<0,01; ***
p<0,001; prueba t de Student.

Figura 2: La disminucion de la expresion de Fgf10tras el nacimiento se correlaciona con la pérdida de capacidades
regenerativas. Experimentos de gRT-PCR en tejidos del ventriculo derecho e izquierdo de fetos de ratones (E18)
y posnatales (P2) de tipo silvestre. Ventriculo derecho (VD), ventriculo izquierdo (V). *p<0,05; prueba t de Student.

Figura 3: La disminucion de la dosis de Fgf10 empeora la remodelacion del corazén y la funcion cardiaca
tras un infarto de miocardio. Se sometieron ratones adultos WT y Fgf70* a infarto de miocardio. Tres semanas
después de la cirugia, se midi6 la relacién peso del corazdn/longitud de la tibia (A) y se evaluaron la fraccién de
eyeccion (B), la fraccion de acortamiento (C) y el volumen diastélico del ventriculo izquierdo (D) mediante
ecocardiografia (CERIMED, Marsella). *p<0,05; **, 0,001<p<0,01; ***, p<0,001; prueba t de Student.

Figura 4: La disminucion de la dosis de Fgf10 empeora la remodelacion patologica del corazon tras un
infarto de miocardio. Se sometieron ratones adultos WT y Fgf10*" a infarto de miocardio. Se realizaron
experimentos de gRT-PCR en tejidos del ventriculo izquierdo tres semanas después del infarto de miocardio (IM-
21d).

Figura 5: La disminucion de la dosis de Fgf10 deteriora considerablemente las capacidades maximas de
proliferacion de los cardiomiocitos. Se sometieron ratones adultos WT y Fgf10+- a infarto de miocardio. (A) Tres
semanas después del IM, se realizaron experimentos de inmunofluorescencia en cortes de parafina para evaluar
la proliferacién de los cardiomiocitos (MF20*; puntas de flecha amarillas) y no cardiomiocitos (MF207; flechas
blancas) (Ki67+). (B} Se observo una afectacion significativa de los niveles de proliferacion de los cardiomiocitos
en los ratones Fgfi0*-IM en comparacion con los ratones WT-IM. (C) No se detectaron alteraciones en la
proliferacién de no miocitos. (D-G) La proliferacién se evalué 5 dias después del IM. (D) La inmunofluorescencia
con el anticuerpo PH3 reveld una afectacion significativa de los niveles de proliferacion de cardiomiocitos en los
ratones Fgf10+--IM en comparacién con los ratones WT-IM. (E) No se detectaron alteraciones en la proliferacion
de no miocitos. (F) La inmunofluorescencia con el marcador de citocinesis Aurora B confirmé la afectacion de la
divisién celular de los cardiomiocitos en los ratones Fgf10+--IM en comparacién con los ratones WT-IM (G). ns, no
significativo; *, p<0,05; **, 0,001<p<0,01; prueba t de Student.

Figura 6: La disminucion de la dosis de Fgf10 afecta las capacidades maximas de proliferacion de los
cardiomiocitos a través de la regulacion al alza de los niveles de expresion de p274°’ y aMHC. Ratones
adultos WT y Fgf10*- fueron sometidos a infarto de miocardio. Se realizaron experimentos de qRT-PCR en tejidos

del ventriculo izquierdo 5 dias (A) y tres semanas después del infarto de miocardio (B). ns, no significativo; ***,
p<0,001; prueba t de Student.

Figura 7: La disminucion de la dosis de Fgf10 no influye en la supervivencia celular después de un IM. Se
sometieron ratones adultos WT y Fgf10*- a infarto de miocardio. (A) Cinco dias después del IM, se realizaron
experimentos de inmunofluorescencia en cortes de parafina para evaluar la apoptosis de cardiomiocitos (MF20*;
puntas de flecha amarillas) y no cardiomiocitos (MF20-; flechas blancas) (Caspasa 3+*). (B-C) No se detectaron
alteraciones de la apoptosis. ns, no significativo; prueba t de Student.

Figura 8: La disminucion de la dosis de Fgf10 no influye en la hipertrofia de los cardiomiocitos. Se
sometieron ratones adultos WT y Fgf10*" a infarto de miocardio. (A) Cinco dias (IM-5d) y tres semanas (IM-21d)
después del infarto de miocardio, se realizaron experimentos de inmunofluorescencia en cortes de parafina para
evaluar el area de la seccion transversal de los cardiomiocitos (WGA-TRITC). (B) No se detectaron diferencias en
el tamafio de los cardiomiocitos. ns, no significativo; prueba t de Student.

Figura 9: La disminucion de la dosis de Fgf10 empeora la infiltracion de fibrosis 3 semanas después del
infarto de miocardio. Se sometieron ratones adultos WT y Fgf10+- a infarto de miocardio. 21 dias después del
infarto de miocardio, la tincién histologica con rojo sirio realizada en cortes de parafina reveld que, en comparacion
con los ratones WT-IM (A), los ratones Fgf10+/~-IM (B) mostraron una mayor deposiciéon de fibrosis. Los
experimentos de gRT-PCR realizados en tejidos del ventriculo izquierdo 21 dias después del infarto de miocardio
mostraron niveles regulados al alza de los genes CollA (C) y Col3A1 (D) en los ratones Fgf10+-IM en comparacion
con los ratones WT-IM.
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Figura 10: La disminucion de la dosis de Fgf10 empeora la infiltracion de fibrosis 5 dias después del infarto
de miocardio. Se sometieron ratones adultos WT y Fgf10*- a infarto de miocardio. (A) Cinco dias después del IM,
se realizaron experimentos histolégicos en cortes de parafina para evaluar la infiltracién de fibrosis (tincién con rojo
sirio). (B) La cuantificacion bioinformatica revelé que los ratones Fgf10+--IM mostraron una mayor deposicion de
fibrosis en comparacién con los ratones WT-IM. Los experimentos de gRT-PCR realizados en tejidos del ventriculo
izquierdo mostraron niveles regulados al alza de CollA (C) y Col3AT (D) en los ratones Fgf10+*--IM en comparacion
con los ratones WT-IM. *p<0,05; ***, p<0,001; prueba t de Student.

Figura 11: La disminucion de la dosis de Fgf10 empeora la respuesta inflamatoria después de un infarto de
miocardio. Se sometieron ratones adultos WT y Fgff0* a infarto de miocardio. 5 dias después del IM, los
experimentos de qRT-PCR realizados en tejidos del ventriculo izquierdo revelaron niveles de Tnfa regulados al
alza en los ratones Fgf10+--IM en comparacion con los ratones WT-IM. *p<0,05; prueba t de Student.

Figura 12: La regulacién al alza de los niveles de Fgf10 después de un infarto de miocardio preserva la
funcion cardiaca. Se sometieron ratones R26R-RTTA/Tet(O)-Fgf10 a infarto de miocardio. Un dia después del
IM, los ratones fueron alimentados con comida normal o suplementada con doxiciclina necesaria para inducir la
sobreexpresion de Fgf10. Experimentos ecocardiograficos realizados 21 dias después del infarto de miocardio
revelaron que la regulacion al alza de Fgf10 preserva la funcién cardiaca después del infarto.

Figura 13: La regulacion al alza de Fgf10 después de un infarto de miocardio preserva la funcién y la
remodelacion cardiacas. Se sometieron ratones R26R-RTTA/Tet(O)-Fgf10 a infarto de miocardio. Un dia
después del IM, los ratones fueron alimentados con comida normal o suplementada con doxiciclina necesaria para
inducir la sobreexpresion de Fgf10. Los experimentos ecocardiograficos realizados 21 dias después del IM
revelaron que la regulacion al alza de Fgf10 preserva la fraccién de eyeccion, la fraccién de acortamiento y el
volumen sistélico del ventriculo izquierdo después del IM. ns, no significativo; *, p<0,05; **, 0,001<p<0,01; ***,
p<0,001; prueba t de Student.

Figura 14: La regulacion al alza de los niveles de Fgf10 después de un infarto de miocardio favorece la
proliferacion de los cardiomiocitos. Se sometieron ratones R26R-RTTA/ Tet(O)-Fgf10 a infarto de miocardio. Un
dia después del IM, los ratones fueron alimentados con comida normal (CTRL) o suplementada con doxiciclina
(DOX) necesaria para inducir la sobreexpresion de Fgf10. Tres semanas después del IM, se realizaron
experimentos de inmunofluorescencia en cortes de parafina para evaluar la proliferacién de cardiomiocitos (MF20+)
(Ki67+ y Aurora B*). Se observo un aumento significativo en los niveles de proliferacion de los cardiomiocitos (A) y
la citocinesis de los cardiomiocitos (B) en ratones R26R-RTTA/Tet(O)-Fgf10-IM tratados con alimento DOX en
comparacién con ratones R26R-RTTA/Tet(O)-Fgf10-IM tratados con alimento CTRL. (C) Los experimentos de
inmunofluorescencia en cortes de parafina realizados para evaluar el area de la seccién transversal de los
cardiomiocitos (WGA-TRITC) revelaron una disminucién del tamarfio de los cardiomiocitos en los ratones R26R-
RTTA/Tet(O)-Fgf10-IM tratados con alimento DOX en comparacién con los ratones R26R-RTTA/Tet(O)-Fgf10-1IM
tratados con alimento CTRL. *p<0,05; **, 0,001<p<0,01; prueba t de Student.

Figura 15: La regulacion al alza de los niveles de Fgf10 después de un infarto de miocardio impide la
infiltracion de fibrosis 3 semanas después de un infarto de miocardio. Se sometieron ratones R26R-
RTTA/ Tet(O)-Fgf10 a infarto de miocardio. Un dia después del IM, los ratones fueron alimentados con comida
normal (CTRL) o suplementada con doxiciclina (DOX) necesaria para inducir la sobreexpresion de Fgf10. Pasados
21 dias después del IM, la tincién histoldégica con rojo sirio realizada en cortes de parafina revelé que, en
comparacién con los ratones R26R-RTTA/Tet(O)-Fgf10-IM tratados con alimentos CTRL (A), los ratones R26R-
RTTA/Tet(O)-Fgf10-IM tratados con alimentos DOX (B) mostraban una menor deposicion de fibrosis. (C) Los
experimentos de gRT-PCR realizados en tejidos del ventriculo izquierdo 21 dias después del infarto de miocardio
mostraron niveles regulados a la baja del gen Col6A5 en ratones R26R-RTTA/Tet(O)-Fgf10-IM tratados con
alimento DOX en comparacion con ratones R26R-RTTA/Tet(O)-Fgf10-IM tratados con alimento CTRL.

Figura 16: Los niveles regulados al alza de FGF10 en el corazéon humano con insuficiencia se correlacionan
con una mayor proliferacion de cardiomiocitos. Se tomaron muestras del ventriculo derecho (VD), la zona
remota (ZR), la zona limitrofe (ZL) y el area infartada (Al) de corazén humano con insuficiencia explantado de 6
pacientes (A-F). (A) Los experimentos de qRT-PCR revelaron niveles de FGF10 regulados al alza en la ZL (3
pacientes de 6) y el Al (4 pacientes de 6). Los experimentos de inmunofluorescencia con el marcador del ciclo
celular Ki67 mostraron que los niveles elevados de FGF70 se correlacionan con una mayor proliferaciéon de
cardiomiocitos en la ZL (B) y el Al (C).

Figura 17: Los niveles regulados al alza de FGF10 en el corazéon humano con insuficiencia se correlacionan
con un menor tamaifo de los cardiomiocitos. Se tomaron muestras de corazén humano con insuficiencia
explantado de 6 pacientes (A-F). Los experimentos de inmunofluorescencia con el marcador de membrana celular
WGA mostraron que la reduccién del tamario celular de los cardiomiocitos se correlaciona en la zona limitrofe con
(A) el aumento de la proliferacién de cardiomiocitos y (B) los niveles elevados de FGF10 se correlacionan.
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Figura 18: Los niveles regulados al alza de FGF10 en el corazon humano con insuficiencia se correlacionan
con una menor infiltraciéon de fibrosis. Se tomaron muestras de corazén humano con insuficiencia explantado
de 6 pacientes (A-F). La tincién histologica con rojo sirio (A) y los experimentos de gRT-PCR (B) mostraron que
los niveles elevados de FGF10 se correlacionan con una menor infiltracién de fibrosis en la zona limitrofe.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién proporciona una estrategia novedosa para el tratamiento de una cardiopatia como se definié
anteriormente. Se basa en el hallazgo inesperado de que el FGF10 es capaz de promover la reentrada de los
cardiomiocitos al ciclo celular en el corazén de raton.

El factor de crecimiento de fibroblastos 10 (FGF10) es una proteina que desempefia un papel importante en la
regulacién del desarrollo embrionario, la proliferacion celular y la diferenciacién celular. En particular, es necesario
para la morfogénesis de la ramificacién normal. De acuerdo con la invencién, el FGF10 puede proceder de cualquier
especie. Sin embargo, en una realizacién preferida, en particular para la terapia en humanos, el FGF10 procede de
primates tales como primates no humanos o es FGF10 humano. En una realizacién particular, FGF10 es FGF10
humano (como FGF10 con nimero de acceso de Uniprot 015520).

De acuerdo con un aspecto, la presente invencién se refiere a FGF10 o a un vector que codifica FGF10, para usar
como medicamento.

La invencién se basa en la administracién de FGF10 al tejido cardiaco de un sujeto que necesita el mismo.

Un sujeto que necesita FGF10 es un sujeto mamifero, tal como un sujeto humano, que padece o tiene el riesgo de
padecer una cardiopatia como se definié anteriormente. El sujeto padece una cardiopatia como se definid
anteriormente, tal como infarto de miocardio o cardiopatia isquémica (por ejemplo, cardiopatia isquémica crénica).

En el contexto de la presente invencion, la expresion "agente terapéutico” denota la proteina FGF10 o el vector que
codifica la misma, siendo todos ellos moléculas o complejos que pueden utilizarse en la presente invencion.

En una realizacién particular de la invencién, el agente terapéutico es FGF10 o un vector que codifica FGF10.

La administracion puede lograrse de acuerdo con una serie de medios, como la administracién de una proteina
recombinante o un vector de expresion.

En una realizacion particular, la administracion se consigue administrando una proteina recombinante como la proteina
FGF10. En una realizacion particular, la proteina recombinante es la proteina FGF10.

En otra realizacion particular, la administracién se consigue administrando un vector de expresién, tal como un vector
que codifica FGF10. En una realizacién particular, el vector de expresién codifica FGF10.

De acuerdo con la presente invencion, un "vector de expresion" es un vector, tal como un plasmido o un vector viral,
que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un agente Util para la terapia en el contexto de la
presente invencioén, unido operativamente a un promotor. Un "vector de expresion que codifica FGF10" comprende
una secuencia de acido nucleico que codifica FGF10, unida operativamente a un promotor. Basarse en vectores, tal
como en vectores virales, tiene la ventaja de dar lugar a la expresién constitutiva del agente codificado, como el FGF10,
a partir de una célula o tejido de interés, en particular a partir de células cardiacas.

En una realizacién particular, el promotor es un promotor funcional en células cardiacas, tal como un promotor ubicuo
(por ejemplo el promotor CMV) o un promotor especifico del corazén (como los promotores aMHC y TnT).

Los vectores virales Utiles en la practica de la invencién incluyen, sin limitacién, vectores adenovirales, vectores
retrovirales, vectores lentivirales y vectores AAV. En una realizacién particular, el vector viral es un vector AAV. En
una realizacién mas particular, el vector AAV se selecciona del grupo que consiste en un vector AAV1, AAV6, AAVS,
AAV9 y AAVM41.

La administracién del farmaco puede realizarse por una serie de vias, por ejemplo por via oral, intramuscular,
subcutanea o intraperitoneal, o preferentemente por via intravascular (tal como intraarterial o intravenosa) o mediante
inyeccion en el corazén del sujeto, tal como por inyeccién intracardiaca o intracoronaria.

El terapéutico para usar de acuerdo con la presente invencion puede estar en forma de una composicién inyectable
que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del terapéutico, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En
una realizacién especifica, la expresion "farmacéuticamente aceptable” significa aprobado por una agencia reguladora
del gobierno federal o estatal o incluido en la Farmacopea de los Estados Unidos, Europea u otra farmacopea,
reconocido de manera general para usarse en animales y seres humanos. El término "vehiculo" se refiere a un
diluyente, adyuvante, excipiente o vehiculo con el que se administra la terapéutica. Dichos vehiculos farmacéuticos
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pueden ser liquidos estériles, como agua y aceites, incluidos los de origen petrolifero, animal, vegetal o sintético, como
aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y similares. El agua es un vehiculo preferido
cuando la composicion farmacéutica se administra por via intravenosa. Las soluciones salinas y las soluciones
acuosas de dextrosa y glicerol también pueden emplearse como vehiculos liquidos, particularmente para soluciones
inyectables. Los excipientes farmacéuticos adecuados incluyen almidén, glucosa, lactosa, sacarosa, estearato de
sodio, monoestearato de glicerol, talco, cloruro de sodio, leche desnatada en polvo, glicerol, propilenglicol, agua, etanol
y similares.

La composicion, si se desea, también puede contener pequefias cantidades de agentes humectantes o emulsionantes,
0 agentes amortiguadores del pH. Estas composiciones pueden adoptar la forma de soluciones, suspensiones,
emulsiones, comprimidos, pildoras, capsulas, polvos, formulaciones de liberacion sostenida y similares. La formulacién
oral puede incluir vehiculos estandar tales como grados farmacéuticos de manitol, lactosa, almidén, estearato de
magnesio, sacarina sédica, celulosa, carbonato de magnesio, etc. En "Remington's Pharmaceutical Sciences" de E.
W. Martin se describen ejemplos de vehiculos farmacéuticos adecuados. Dichas composiciones contendran una
cantidad terapéuticamente eficaz del terapéutico, preferentemente en forma purificada, junto con una cantidad
adecuada de vehiculo para proporcionar la forma de administraciéon adecuada al sujeto.

En una realizacién preferida, la composicion se formula de acuerdo con procedimientos rutinarios como una
composicion farmacéutica adaptada para la administracién intravascular, tal como la administracién intravenosa o
intraarterial, a seres humanos. Normalmente, las composiciones para administracion intravascular son soluciones en
amortiguador acuoso isoténico estéril. Cuando sea necesario, la composicidon también puede incluir un agente
solubilizante y un anestésico local como la lidocaina para aliviar el dolor en el lugar de la inyeccién.

El terapéutico se utiliza en una cantidad terapéuticamente eficaz. La cantidad del terapéutico que seré eficaz en el
tratamiento de una cardiopatia como se definié anteriormente puede determinarse mediante técnicas clinicas estandar.
Ademas, pueden emplearse opcionalmente ensayos in vivo y/o in vitro para ayudar a predecir las cantidades optimas
de la dosis. La cantidad precisa que se empleara dependera también de la via de administracién y de la gravedad de
la enfermedad y debe decidirse de acuerdo con el criterio de un médico experto y las circunstancias de cada paciente.
La cantidad del terapéutico administrada al sujeto que la necesita variara basandose en varios factores, incluyendo,
sin limitacién, la via de administracién, la enfermedad especifica tratada, la edad del sujeto o el nivel de proteina
requerido, o el nivel de expresién necesario para lograr el efecto terapéutico. Un experto en la materia puede
determinar facilmente, basandose en sus conocimientos en este campo, el intervalo de dosis necesario basandose en
estos factores y otros.

El término "tratamiento" se utiliza en el presente documento para referirse a cualquier régimen que pueda beneficiar a
un animal, en particular a un mamifero, mas particularmente a un sujeto humano. Por consiguiente, un tratamiento
puede incluir efectos curativos, paliativos o profilacticos. En consecuencia, el tratamiento terapéutico y profilactico
incluye la mejoria de los sintomas de una cardiopatia concreta, como se definié anteriormente, o la prevencién o
reduccién del riesgo de aparicién de una cardiopatia concreta, tal como se ha definido anteriormente. El término
"profilactico” puede considerarse como la reduccién de la gravedad o la aparicion de una afeccién concreta.
"Profilactico” también incluye la prevencion de la reaparicion de una afeccidn concreta en un paciente al que se le
haya diagnosticado previamente dicha afeccion. "Terapéutico” también puede incluir la reduccién de la gravedad de
una afeccién existente.

El agente terapéutico de la invencién puede utilizarse en el tratamiento de una cardiopatia como se definié
anteriormente. Las cardiopatias particulares que pueden tratarse de acuerdo con la invencién incluyen, sin limitacién,
el infarto o la cardiopatia isquémica (por ejemplo, la cardiopatia isquémica crénica). Ademas, la invencién puede
aplicarse para tratar la fibrosis cardiaca o la inflamacién del corazén. Ademas, la invencién puede aplicarse para la
prevencién de la insuficiencia cardiaca congestiva. En otro aspecto, el agente terapéutico es para usarse en el
tratamiento de cualquier consecuencia de una cardiopatia como se definié anteriormente. Las consecuencias
particulares de una cardiopatia incluyen, sin limitacién, la fibrosis cardiaca y la inflamacién del corazén.

La administracion del agente terapéutico se realiza preferentemente lo antes posible tras la aparicion de la cardiopatia.
En particular, la administracién puede realizarse el mismo dia del infarto, o el dia en que el paciente recibe atencién
médica por una cardiopatia como la definida anteriormente o se le diagnostica una cardiopatia como se definié
anteriormente. En una realizacién particular, la administracién puede realizarse hasta la normalizacién de los
parametros fisioldgicos cardiacos, aungue la administracion puede realizarse durante mas tiempo. En una realizacién
particular, el agente terapéutico se administra lo antes posible tras la aparicion de la cardiopatia como se definié
anteriormente y hasta la normalizacion de los parametros fisioldégicos cardiacos.

La administracion del agente terapéutico, en particular de la proteina FGF10 o de un vector que codifica la misma,
puede incluir administraciones Unicas o multiples. En particular, la administracién puede realizarse, por ejemplo, una
vez aldia, una vez a la semana o una vez al mes durante un tiempo suficiente para que el tratamiento de la enfermedad
sea eficaz. En una realizacién particular, cuando la enfermedad es un infarto de miocardio, el agente terapéutico, por
ejemplo una proteina (tal como FGF10), se administra poco tiempo después del dia del infarto. En particular, la
administracién puede realizarse el mismo dia del infarto de miocardio, o un dia después del episodio de infarto de
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miocardio, o puede realizarse el mismo dia en que el paciente que lo necesita recibe atencién médica por una
cardiopatia como se definié anteriormente o se le diagnostica una cardiopatia como se definié anteriormente, o al dia
siguiente de la atenciéon médica o el diagndstico. En otra realizacion particular, la administracion del agente terapéutico
(tal como la administracién de una proteina, por ejemplo la administracion de FGF10) se realiza diariamente a partir
del dia del infarto (también denominado dia 0) o a partir del dia de la atencién médica o del diagnéstico del paciente.
En otra realizacion, la administracién del agente terapéutico (tal como la administracién de una proteina, por ejemplo
la administraciéon de FGF10) se realiza diariamente a partir del dia siguiente al dia del infarto (es decir, en el dia 1) o
a partir del dia siguiente a la atencion médica o diagnéstico del paciente, o a partir de 2 dias (es decir, en el dia 2)
después del dia del infarto o después del dia de la atencién médica o diagnéstico del paciente. En una variante de
esta realizacién, la administracion terapéutica (tal como la administracion de una proteina, por ejemplo la
administracién de FGF10) se realiza diariamente a partir del dia 0, del dia 1 o del dia 2 después del infarto de miocardio
o a partir del dia de la atencién médica o del diagnéstico del paciente. En una realizacién particular, la administracién
es discontinua, es decir, la administracién no se realiza diariamente. En otra realizacién particular, la administracién
se realiza diariamente durante la fase de tratamiento. En otra realizacién, el tratamiento es un tratamiento agudo,
realizado durante un corto periodo de tiempo (tal como durante varios dias, por ejemplo durante no mas de 30 dias,
29, 28, 27, 26, 25, 24, 23,21, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14,13, 12, 11 0 no mas de 10 dias). En otra realizacion particular,
el tratamiento es un tratamiento crénico, en donde la administracion del agente terapéutico se realiza durante al menos
varias semanas, varios meses o incluso varios afios.

En otro aspecto, la invencién describe un método para preparar un trasplante de corazén, que comprende sumergir
un corazén que sera sometido a un trasplante en un medio que contiene FGF10 o un activador de la via de sefializacion
del FGF10. Gracias a este método, el corazén que se va a trasplantar se conserva y activa gracias al medio en el que
se sumerge. El medio puede comprender ademas uno o mas componentes como sales (por ejemplo NaCl o KCI), y
otros factores de crecimiento.

La invencion se describira ahora con referencia a los siguientes ejemplos.
Ejemplos

Ejemplo 1
MATERIAL Y METODOS

Lineas de ratones transgénicos y genotipado. Los ratones Fgf10+-, Fgf10-LacZ, Rosa26-rtTA 'y Tet(O)-Fgf10 se
mantuvieron en fondos genéticos mixtos C57BI/6, CD1 y FVB/N consanguineos, respectivamente. La expresion
inducible de Fgf10 se consigue alimentando secuencialmente a los ratones con comida que contiene doxiciclina (625
mg/kg DOX, Envigo). Para el sacrificio de los ratones se utilizé el método de dislocacion cervical. El cuidado de los
animales se ajusté a las directrices nacionales e institucionales. Los ratones fueron genotipados utilizando ADN
extraido de las puntas de las colas de los adultos. Las muestras se lisaron en tampén de lisis (50 mM de KCL, 10 mM
de Tris, 2 mM de MgClz, 0,1 mg/ml de gelatina, 0,45 % de NP40 al 10 %, 0,45 % de tween 20) con Proteinasa K al 1
% (Roche, 11733400) durante 2 horas a 55 °C para extraer el ADN y, a continuaciéon, se procedié a la inactivacién
térmica de la Proteinasa K a 95 °C durante 15 minutos. La PCR se realiz6 utilizando los cebadores especificos que se
indican a continuacién. Las etapas de la PCR incluyen una predesnaturalizacién a 94 °C durante 5 minutos, 30 ciclos
de desnaturalizacion (94 °C durante 45 segundos), hibridacion (60 °C durante 45 segundos) y extension (72 °C durante
45 segundos) seguidos de una etapa final de extension a 72 °C durante 7 minutos. Los productos de la PCR se
separaron mediante electroforesis en gel de agarosa para detectar los fragmentos amplificados especificos.
Cebadores para el genotipado (secuencia 5'-3'):

Fgf10+--F1 CTTCCAGTATGTTCCTTCTGATGAGAC;
Fgf10+--F2 TACGGACAGTCTTCTTCTTGGTCCC;
Fgf10*-R GAGCTTGCTGGGGGAAACTTCCTGACTAGG;
Fgf10-LacZ-F ATCCTCTGCATGGTCAGGTCG;
Fgf10-LacZ-R CGTGGCCTGATTCATTCC.

Ratones Rosa26-rtTA:

Directo AAGTCGCTCTGAGTTGTTATCAG;

WT-Rev GGAGCGGGAGAAATGGATATGA;

Mut-Rev CGGGTTGTTAAACCTTCGATTCCG.
Ratones Tet(O)-Fgf10:

Directo GACGCCATCCACGCTGT;
Rev TGCTGCCAGTTAAAAGATGC.
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Modelo de infarto de miocardio. Los ratones adultos fueron sedados con isoflurano y, tras la intubacién endotraqueal,
se pusieron en respiracion artificial. Tras la incisidon cutanea, se practicé una toracotomia lateral en el cuarto espacio
intercostal mediante diseccion roma de los musculos intercostales. Después de la ligadura de la arteria coronaria
descendente anterior izquierda (con suturas de seda no absorbibles de 8,0), las incisiones de la pared toracica y de la
piel se suturaron con suturas de seda no absorbibles de 6,0 y absorbibles de 4,0, respectivamente. A continuacion,
los ratones fueron calentados durante varios minutos hasta su recuperacion.

Ecocardiografia. La funcion cardiaca se evalué en el CERIMED-Marsella, mediante ecocardiografia transtoracica
realizada en ratones sedados con isoflurano utilizando un Vevo 2100 de VisualSonics. Todas las mediciones
ecocardiograficas se realizaron a ciegas.

Procesamiento de los tejidos. Los corazones se diseccionaron y analizaron utilizando un microscopio de diseccion
estereoscopico Zeiss Lumar. Para la tincién con X-gal, se extrajeron los corazones y se fijaron durante 3 horas en
paraformaldehido (PFA) al 4 %, se lavaron ampliamente en PBS 1X y se tifieron durante 12 horas a 37 °C en una
solucién con 4 mg/ml de X-gal. Tras la tincién, las muestras se lavaron en PBS, se posfijaron en PFA 4 % y se
observaron con un estereomicroscopio Zeiss Lumar.

Para la inmunotincion y la tincién con rojo sirio, los corazones se fijaron en PFA al 4 % durante 3 horas y se lavaron
ampliamente en PBS 1X. La inclusién en parafina se realiz6 tras la deshidratacion utilizando una serie graduada de
etanol (50, 70, 90 y 100 %), dos lavados con xileno y tres lavados con parafina (Paraplast X-tra, Sigma P3808). La
crioconservacién se consiguié incubando los corazones en una serie de sacarosa (15 y 30 %) y embebiéndolos en
OCT (VWR, 361603E).

Tincién con rojo sirio en cortes de parafina. Se obtuvieron cortes seriados de 13 pm y se montaron en portaobjetos
tratados con polilisina. Tras desparafinar (xileno, 2 veces) y rehidratar en una serie de etanol (100, 90, 70, 50 % y
H20), los cortes de parafina se incubaron en una solucién de rojo sirio al 0,1 % disuelta en solucién acuosa saturada
de acido picrico durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, los cortes se lavaron 3 veces en agua
acidificada (acido acético al 0,5 %), se deshidrataron en concentraciones ascendentes de etanol (70 %, 90 % y 100
%) y se aclararon en xileno. Los cortes se montaron en medio resinoso (Entellan). Los componentes con colageno y
sin colageno se tifieron de rojo y naranja, respectivamente.

Inmunofluorescencia en cortes de parafina. Se obtuvieron cortes seriados de 13 um y se montaron en portaobjetos
tratados con polilisina. Tras desparafinar (xileno, 2 veces) y rehidratar en una serie de etanol (100, 90, 70, 50 % y
H20), se recuper6 el antigeno hirviendo las muestras en Vector Antigen Unmasking Solution (Vector Laboratories, H-
3300) durante 15 minutos. Los portaobjetos se dejaron enfriar a temperatura ambiente durante 20 minutos y se lavaron
con PBS. Para el bloqueo, las muestras se incubaron durante al menos 1 hora en TNB (0,1 M de Tris-HCI, 0,15 M de
NaCl, 0,5 % (p/v) de reactivo de bloqueo (PerkinElmer FP1020) antes de la incubacion con anticuerpos en TNB durante
toda la noche a 4 °C. A continuacion se realizaron 3 lavados con PBS-Tween (PBST) al 0,05 %. Posteriormente, los
portaobjetos se incubaron con el anticuerpo secundario diluido en TNB durante 1 hora a temperatura ambiente,
seguido de 3 lavados en PBST y los nlcleos se contratefiieron con Hoescht (1/1000) y se montaron con FluoroMount
(Southern Biotech). Los cortes se visualizaron utilizando un microscopio fluorescente Zeiss Axiolmager con un modulo
Apotome.

Inmunofluorescencia en cortes congelados. Se obtuvieron cortes criostaticos seriados de 13 um a partir de
corazones embebidos en OCT. Los cortes se mantuvieron a temperatura ambiente durante 15 minutos para que se
secaran y después se lavaron con PBS. Los portaobjetos se incubaron durante al menos una hora en solucién de
blogueo (3 % de BSA-0,05 % de saponina) antes de la incubacién con anticuerpos primarios en solucién de bloqueo
durante toda la noche a 4 °C. A continuacién se realizaron 3 lavados con PBST. Después se realizaron 3 lavados en
PBST. Posteriormente, los portaobjetos se incubaron con el anticuerpo secundario en solucién de bloqueo durante 1
hora a temperatura ambiente, seguido de 3 lavados en PBST. Los nlcleos se contratifieron con Hoescht (1/1000) y
se montaron con FluoroMount (Southern Biotech). Los cortes se visualizaron utilizando un microscopio fluorescente
Zeiss Axiolmager con un moédulo Apotome.

Anticuerpos primarios: nombre/ especie/ dilucién/ referencias:

a-actinina/ ratén/ 1/500/ Sigma A7811

Aurora B/ conejo/ 1/400/ Abcam ab2254

Caspasa 3/ conejo/ 1/100/ Cell signalling 9665

B-galactosidasa/ conejo/ 1/500/ MP Biomedicals 0855976

Ki-67/ rata/ 1/25/ Dako M7249

MF20 cadena pesada de miosina sarcomérica/ raton/ 1/50/ DSHB
Fosfo histona H3/ conejo/ 1/400/ Upstate cell signalling 06-570
WGA-Alexa Fluor 555/ 1/50/ Thermofisher W32464.
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Anticuerpos secundarios: nombre/ especie/ dilucién/ referencias:

Alexa Fluor 488 anti-conejo/ burro/ 1/500/ ThermoFisher A-21206
Alexa Fluor 488 anti-raton/ burro/ 1/500/ ThermoFisher A-21202
Alexa Fluor 647 anti-raton/ burro/ 1/500/ ThermoFisher A-31571
Alexa Fluor 488 anti-rata/ burro/ 1/500/ ThermoFisher A-21208
Alexa Fluor 647 anti-rata/ cabra/ 1/500/ ThermoFisher A-21247.

PCR cuantitativa en tiempo real. El ARN total se extrajo utilizando el reactivo Trizol LS (Life technologies). El ADNc
de la primera cadena se sintetiz6 utilizando la Transcriptasa Inversa Maxima (Life technologies). La qRT-PCR se
realizé utilizando los siguientes cebadores y Luminaris qPCR SuperMix (Life technologies) y un Light Cycler 480 de
Roche. Cada experimento se realizd por duplicado y se normalizé con respecto a Hprt. Los cebadores de la RT-PCR
cuantitativa son los siguientes:

ANF-F CAACACAGATCTGATGGATTTCA,
ANF-R CCTCATCTTCTACCGGCATC
BNP-F GTCAGTCGTTTGGGCTGTAAC,
BNP-R AGACCCAGGCAGAGTCAGAA
Col1A-F CATGTTCAGCTTTGTGGACCT,
ColA-R GCAGCTGACTTCAGGGATGT
Col3A1-F TGGTCCTGCTGGAAAGGAT,
Col3A-R GAGGTCCAGGCAGTCCAC
Fgf10-F GAGAAGAACGGCAAGGTCAG,
Fgf10-R TTTCCCCTTCTTGTTCATGG
Hprt-F CTGGTGAAAAGGACCTCTCG,
Hprt-R TGGCAACATCAACAGGACTC
p27kip1-F AACTAACCCGGGACTTGGAG,
p27kip1-R AGTAGAACTCGGGCAAGCTG
aMHC-F CCTCAAGCTCATGGCTACAC,
aMHC-R TTGCCTCCTTTGCCTTTACC
bMHC-F AGGCAAAGAAAGGCTCATCC,
bMHC-R TGGAGCGCAAGTTTGTCATA
TNFa-F AGCCTCTTCTCATTCCTGCTT,
TNFa-R ATGAGAGGGAGGCCATTTG.

Los inventores demuestran aqui el papel protector de la via de sefializacién del FGF10 sobre la remodelacién y la
funcién cardiacas en el contexto del infarto de miocardio. De hecho, de forma inesperada, los inventores, utilizando un
modelo de ratén de infarto de miocardio, demuestran por primera vez que el FGF10 promueve especificamente la
proliferacién de cardiomiocitos tras un infarto de miocardio, lo que conduce a la regeneracion cardiaca. Ademas,
muestran que el FGF10 también es necesario para prevenir la infiliracion de fibrosis cardiaca y para reprimir la
inflamacién prolongada; ambos parametros participan en gran medida en la remodelacién cardiaca deletérea después
del infarto. Por Gltimo, se demuestra claramente que el FGF10 es esencial para preservar el funcionamiento cardiaco
tras un infarto de miocardio. De este forma, en conjunto, los inventores comprobaron que el FGF10 es crucial para la
regeneracion y reparacion cardiaca en condiciones patologicas.

Para determinar el papel del FGF10 en condiciones patologicas, se someti6 a ratones WTy Fgf10-LacZde tres meses
de edad a un infarto de miocardio mediante la ligadura de la arteria coronaria descendente anterior izquierda. Los
ratones fueron sacrificados tres semanas después de la ligadura, se extrajeron los corazones y se tifieron para X-gal,
representativo de la expresion de Fgf10 (Figura 1A). Los corazones de los animales sometidos a una operacién en
condiciones simuladas (Sham) casi no presentaban células X-gal* en el ventriculo izquierdo. En cambio, en los
corazones con infarto de miocardio se detectaron multiples células X-gal* agrupadas en racimos, lo que sugiere que
la expresion de Fgf10 esta regulada al alza en condiciones patolégicas (Figura 1A). Los experimentos de gqRT-PCR
en tejidos del ventriculo izquierdo de ratones WT-IM confirmaron los niveles regulados al alza de Fgf10 en el ventriculo
lesionado (Figura 1B). El analisis de cortes criostaticos de corazones con Fgf10-LacZ-IM mostré la presencia de
células X-gal positivas en los cardiomiocitos del ventriculo izquierdo (Figura 1C). Todos estos resultados sugieren
que, tras un infarto de miocardio, la expresién de Fgf10 aumenta en los cardiomiocitos del ventriculo izquierdo.

Para comprobar si la fluctuacion de los componentes de sefializaciéon de Fgf10 se correlaciona con las capacidades
regenerativas, se ha realizado el analisis del patrén de expresién de Fgf10 durante la ventana regenerativa posnatal
(P1-5) mediante experimentos de qRT-PCR (Figura 2). Los resultados muestran que la expresion de Fgf10 disminuye
tras el nacimiento, correlacionandose fuertemente con la pérdida de capacidades regenerativas, lo cual permite
identificar a FGF10 como un posible regulador crucial de la regeneracion cardiaca.

Para evaluar el papel del FGF10 en condiciones patolégicas, se sometié a infarto de miocardio a ratones transgénicos
con expresion reducida de (Fgf10 Fgf10+-) y, tres semanas después del infarto de miocardio, se investigd la funcién
cardiaca in vivo mediante ecocardiografia (CERIMED, Marsella). En comparacién con los ratones WT con infarto, los
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ratones Fgf10+- con infarto mostraron un empeoramiento de la remodelacién (Figura 3A) y la funcién cardiacas,
incluida la reduccion de la fraccion de eyeccién (Figura 3B), la reduccion de la fraccién de acortamiento (Figura 3C)
y el aumento de la dilatacioén ventricular izquierda (Figura 3D).

Ademas, el analisis de marcadores clave de insuficiencia cardiaca mediante experimentos de qRT-PCR confirmé el
empeoramiento de la remodelacion patolégica en los ratones Fgf10+*- con infarto en comparacién con los ratones WT
con infarto (Figura 4).

A continuacién se investig6 el efecto protector del FGF10 tras un infarto de miocardio analizando la proliferacién de
células cardiacas en ratones adultos WT en comparacién con Fgf10+-, tres semanas (Figura 5A-C) y 5 dfas (Figura
5D-G) después de un infarto de miocardio. El andlisis de inmunofluorescencia de las capacidades proliferativas en
puntos temporales tempranos y tardios tras el IM, utilizando el marcador del ciclo pancelular Ki-67, el marcador mitético
PK3 y el marcador de citocinesis Aurora B, revelé una afectacion significativa de la proliferacién de cardiomiocitos en
los ratones Fgf10* con infarto en comparacion con los ratones WT-IM. (Figura 5B, 5D y 5G). No se ha detectado
ninguna alteracién en la capacidad de proliferacion de los no miocitos (Figura 5C y 5E).

Con el fin de descubrir el mecanismo molecular por €l que el FGF10 es necesario en condiciones patologicas para
mantener la proliferacion maxima de cardiomiocitos, se evaluaron los niveles de expresién del marcador de
diferenciacién aMHC y del inhibidor del ciclo celular p27/%" en corazén WT-IM y Fgf10+-IM. La qRT-PCR revelé que
la disminucion de la dosis de Fgf10 mantiene niveles elevados de expresion de alMHC después de un IM (Figura 6A).
Ademas, en comparacion con los corazones WT-IM, se detectaron niveles mas elevados de p27XP’ en los corazones
Fgf10+*-IM (Figura 6B). En conjunto, estos resultados demuestran que el FGF10 en condiciones patolégicas es
necesario para promover la desdiferenciacién parcial de los cardiomiocitos y limitar la expresién de p274°? dos
requisitos criticos para la progresién del ciclo celular de los cardiomiocitos adultos.

A continuacion se evalu6 el impacto de la disminucién de la dosis de Fgf10 tras el IM sobre la mortalidad celular 5 dias
después del IM (Figura 7) y sobre la hipertrofia de cardiomiocitos 5 dias y 3 semanas después del IM (Figura 8). No
se detectaron alteraciones en la mortalidad celular (Figuras 7B y 7C) ni en el tamafio de los cardiomiocitos (Figura
8B).

A continuacién, se realizé un andlisis histolégico mediante tincién con rojo sirio para determinar el papel del FGF10 en
la progresion de la fibrosis cardiaca tras el IM. Tres semanas después del infarto, se observdé un aumento de la
infiltracion de fibrosis en los corazones FGF10*-IM en comparacion con los corazones WT-IM (Figuras 9A y B), en
correlacion con una expresion génica de coldgeno aumentada (Col1AT; Figura 9C y Col3A; Figura 9D).

El andlisis histolégico realizado a los 5 dias tras el infarto de miocardio condujo a observaciones similares (Figura 10),
lo que confirma claramente que el FGF10 es crucial para prevenir la acumulacién tempranay tardia de fibrosis cardiaca
tras el infarto de miocardio.

Por ultimo, se evalud el papel del FGF10 en la respuesta inflamatoria tras el infarto de miocardio (Figura 11). Los
experimentos de qRT-PCR en corazones WT-IM y Fgf10+--IM 5 dias después del infarto de miocardio demuestran
que, en condiciones patolégicas, Fgf10 es necesario para reprimir la expresion de Tnfa y, por tanto, limita la respuesta
inflamatoria excesiva.

En conjunto, estos resultados demuestran que, al promover la proliferacion de cardiomiocitos e impedir la infiltracién
de fibrosis, el FGF10 preserva el funcionamiento cardiaco tras un infarto de miocardio. De esta manera, para
determinar si el aumento de los niveles de FgF70tras un infarto de miocardio protegeria la funcion cardiaca, se obtuvo
la sobreexpresion condicional temporal de Fgf10 utilizando la linea de ratones Rosa26-RTTA/Tet(O)-Fgf10 tratados
con Doxiciclina un dia después del infarto de miocardio. El analisis de la funcién cardiaca 3 semanas después del
infarto de miocardio mediante ecocardiografia revelé que la regulacién al alza de Fgf10 es suficiente para mejorar la
funcion cardiaca después del infarto de miocardio (Figura 12).

En conjunto, estos resultados demuestran que el FGF10 es necesario para preservar la funcion y la remodelacion
cardiacas tras un infarto de miocardio y apoyan el hecho de que el FGF10 es, por lo tanto, un objetivo clinicamente
relevante para la regeneracién cardiaca.

Ejemplo 2:
MATERIAL Y METODOS

PCR cuantitativa en tiempo real en muestras humanas. El ARN total se extrajo utilizando el reactivo Trizol LS (Life
technologies). EIl ADNc de la primera cadena se sintetizdé utilizando la Transcriptasa Inversa Maxima (Life
technologies). La gRT-PCR se realiz6 utilizando los siguientes cebadores y Luminaris gPCR SuperMix (Life
technologies) y un Light Cycler 480 de Roche. Cada experimento se realizé por duplicado y se normalizé con respecto
a PPIA e YWHAZ. Los cebadores de la RT-PCR cuantitativa son los siguientes:
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COL1A2-F CTCGCTCAGCACCTTCTC
COL1A2-R CACTCTGGGTGGCTGAGTC
FGF10-F GAAGGAGAACTGCCCGTACA
FGF10-R GGCAACAACTCCGATTTCTACT
PPIA-F ATGCTGGACCCAACACAAAT
PPIA-R TCTTTCACTTTGCCAAACACC
YWHAZ-F GTGGACATCGGATACCCAAG
YWHAZ-R AAGTTGGAAGGCCGGTTAAT

RESULTADOS

Para determinar si el aumento de los niveles de FgF 10 tras un infarto de miocardio protegeria la funcién cardiaca, se
obtuvo la sobreexpresion condicional temporal de Fgf10 utilizando la linea de ratones Rosa26-RTTA/Tet(O)-Fgf10
tratados con Doxiciclina un dia después del infarto de miocardio IM. El andlisis de la funcién cardiaca 3 semanas
después del infarto de miocardio mediante ecocardiograma revel6 que la regulacion al alza de Fgf10 es suficiente para
preservar la funcion y la remodelacion cardiacas después del infarto de miocardio (Figura 13). Estos resultados
confirman los presentados en la Figura 12.

A continuacién se investigd cémo el FGF10 seria protector tras el infarto de miocardio analizando la proliferaciéon de
células cardiacas en ratones R26R-RTTA/Tet(O)-Fgf10-IM tratados con alimento CTRL o DOX, tres semanas (Figura
14). El andlisis de inmunofluorescencia de las capacidades proliferativas, utilizando el marcador del ciclo pancelular
Ki-67 (Figura 14A) y el marcador de citocinesis Aurora B (Figura 14B), revel6 que los niveles regulados de Fgf10 tras
el IM promueven la proliferacién de cardiomiocitos. Ademas, la medicién del area de la seccién transversal de los
cardiomiocitos (Figura 14C) revel6é una disminucion del tamafio celular de los cardiomiocitos en los ratones R26R-
RTTA/Tet(O)-Fgf10-IM tratados con alimentos DOX en comparacion con los ratones R26R-RTTA/Tet(O)-Fgf10-IM
tratados con alimentos CTRL, lo que refuerza notablemente el efecto proproliferativo del FGF10 en los cardiomiocitos
después de un infarto de miocardio.

A continuacién, se realizé un analisis histolégico mediante tincién con rojo sirio para determinar el impacto de los
niveles de regulacién al alza de Fgf10 en la progresion de la fibrosis cardiaca tras el IM. Tres semanas después del
infarto de miocardio se observé una disminucion de la infiltracién de fibrosis en los corazones de los ratones R26R-
RTTA/Tet(O)-Fgf10-IM tratados con alimentos DOX en comparacion con los ratones R26R-RTTA/Tet(O)-Fgf10-IM
tratados con alimentos CTRL (Figura 15A y B) correlacionada con una expresion génica Col6A5 regulada a la baja
(Figura 15C).

En conjunto, estos resultados demuestran que el FGF10 es necesario para preservar la funcion y la remodelacion
cardiacas tras un infarto de miocardio y apoyan el hecho de que el FGF10 es, por lo tanto, un objetivo clinicamente
relevante para la regeneracién cardiaca.

A continuacién, se investigaron los niveles de expresién de FGF10 en muestras de corazén humano con insuficiencia
explantado. Nuestros resultados revelaron que se observan niveles elevados de FGF10 en la zona limitrofe (ZL; 3 de
6 pacientes) y en el area infartada (Al; 4 de 6 pacientes) de pacientes con insuficiencia cardiaca terminal (Figura 16A).
Los experimentos de inmunofluorescencia con el marcador del ciclo celular Ki-67 y la tincion WGA revelaron que, en
ambas zonas, los niveles elevados de FGF70 se correlacionan estrechamente con una mayor proliferacién de
cardiomiocitos (Figura 16B y C) y una disminucién del tamafio celular de los cardiomiocitos (Figura 17). Ademas, el
andlisis histologico mediante tincién con rojo sirio (Figura 18A) y los experimentos de qRT-PCR (Figura 18B)
demostraron que los niveles elevados de FGF10 se correlacionan estrechamente con la reduccion de la infiltracién de
fibrosis.

En conjunto, estos resultados demuestran claramente las capacidades regenerativas del FGF10 y apoyan el hecho
de que el FGF10 podria ser un objetivo clinicamente relevante para la regeneracién cardiaca en humanos.

11



10

15

20

ES 2 983 584 T3

REIVINDICACIONES
1. Un agente seleccionado del grupo que consiste en una proteina FGF10 o un vector que codifica FGF10, para usar
en un método para tratar una cardiopatia seleccionada entre infarto de miocardio, cardiopatia isquémica, fibrosis
cardiaca e inflamacién cardiaca, o para usar en un método para prevenir la insuficiencia cardiaca congestiva.

2. El agente para usar de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la cardiopatia es infarto de miocardio.

3. El agente para usar de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en donde €l agente es para la administracién por via
oral, intramuscular, subcutanea, intraperitoneal, intracardiaca o intravascular.

4. El agente para usar de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el agente es para la
administracién en la vasculatura o en el corazén.

5. El agente para usar de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el agente es una proteina
FGF10 que se administrara diariamente desde el dia del infarto de miocardio o desde el dia en que el sujeto que
necesita el tratamiento recibe atencién médica para una cardiopatia, o se le diagnostica una cardiopatia.

6. El agente para usar de acuerdo con la reivindicacién 4, en donde el agente es una proteina FGF10 que se
administrara de forma aguda o crénica.
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