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DESCRIPCION

Mutante PLB dominante negativo para su utilizacién en el tratamiento de enfermedades cardiacas.
Antecedentes de la invencion

La transferencia genética somadtica ofrece miles de posibilidades para la utilizacién terapéutica en diversas enfer-
medades que incluyen defectos congénitos, asi como en formas adquiridas de anormalidades patolégicas. Han existido
diversas limitaciones criticas que han dificultado la aplicacion préctica de la transferencia génica in vivo. Estas inclu-
yen la duracién de la expresion de los genes transferidos, el balance entre la especificidad tisular y la eficacia de la
expresion génica, y los efectos secundarios adversos de la inflamacién local provocados por los vectores.

En el campo de la medicina cardiovascular, la terapia génica se ha focalizado en la transferencia génica vascu-
lar, dirigida principalmente a la enfermedad coronaria isquémica. Muchos grupos de investigadores han obtenido la
transferencia génica cardiaca utilizando vectores adenoviricos (Ad) con cassettes de expresion génica intensa, no es-
pecificas tisulares, gobernadas por promotores del citomegalovirus (CMV) o del virus del sarcoma de Rous (RSV). Se
han llevado a cabo ensayos clinicos de varios factores angiogénicos que incluyen el factor de crecimiento de las célu-
las endoteliales (VEGF), el factor de crecimiento fibroblastico (FGF) y el factor de crecimiento hepatocitico (HGF).
Lo que se espera es que la transduccidn de las células cardiacas con vectores virales dé lugar a la secrecion de estos
factores de crecimiento a partir de las células cardiacas, que inducen el crecimiento de nuevos vasos sanguineos y que
mejoran el suministro sanguineo al corazén para disminuir la isquemia.

Algunas publicaciones han informado de algunos éxitos en la modificacién de la funcién cardiaca mediante la
experimentacion de la transferencia génica en ratas y conejos, utilizando la inyeccion intra-adrtica o intra-coronaria de
los virus. Sin embargo, en estos informes, no se describié apropiadamente el grado de especificidad de la transferencia
génica, o la expresion génica fue poco uniforme en la distribucidn. En ratas, se cred la constriccidn adrtica ascendente,
para estimular la hipertrofia compensadora que a menudo da lugar a la insuficiencia cardiaca (Miyamoto et al., 2000).
La actividad de la Ca®>* APTasa (SERCA 2a) del reticulo sarcopldsmico esta reducida en los corazones insuficientes, lo
que conduce a una movilizacién anormal del Ca** y que lleva eventualmente a un fallo en la contraccién. La inyeccion
intracardiaca de un vector viral Ad-SERCA2a en ratas fue suficiente para inducir alguna mejoria fisiolégica; sin
embargo, existieron ciertas limitaciones. Los vectores Ad indujeron una respuesta inmunolégica robusta, dando lugar
a la necrosis miocdrdica. Dicha respuesta inmune robusta prevendria la re-administracién del Ad y puede dar lugar a
la depuracion de las células transducidas por el sistema inmune. Aunque se reivindicé que la mayoria de los miocitos
expresaron el gen transferido, en el informe relativo a la transduccidén no se consideraron otros tipos celulares en
el corazdn, o la especificidad tisular de la expresion génica. En un estudio similar por los mismos investigadores
utilizando ratas normales, se informé de la expresién poco uniforme de un constructo informador en el corazén.
Adicionalmente, se observé la expresion del gen transferido en érganos alejados, incluyendo los pulmones y el higado
(Hajjar et al.,1998).

Otros intentos para mejorar la funcién cardiaca se han dirigido al receptor adrenérgico 82(8-AR). La funcién de 8-
AR disminuye en la insuficiencia cardiaca, y la sobreexpresion de 8-AR en ratones transgénicos por lo demds normales
da lugar al aumento de la funcién cardiaca. Para determinar si 8-AR podria aumentar la funcién cardiaca en conejos
normales, se inyecté durante 40 segundos, mediante un catéter, en el ventriculo izquierdo, estando la aorta sujeta con
una abrazadera, un adenovirus que expresaba 5-AR (Ad-S-AR) (Maurice et al, 1999). El procedimiento de suministro
produjo una expresién miocardica multicavitaria difusa, mejorando la funcién cardiaca; sin embargo, en el informe,
no se tuvo en consideracion ni la eficacia ni la especificidad de la transferencia génica. A continuacion, a los corazones
de los conejos que habian sufrido un infarto miocérdico, se suministrd, mediante un vector adenovirico, un inhibidor
quindsico B-adrenérgico, para atenuar la desensibilizacién 5-AR, con objeto de obtener s6lo una mejoria regional de
la contractibilidad cardiaca (Shah et al., 2001). Asi, la demostracion del efecto terapéutico de la transferencia génica
somatica cardiaca se ha dificultado por la falta de estrategias de suministro génico in vivo, para llevar a cabo, en el
corazén intacto, una expresion cardiotrépica de alta eficacia a largo plazo.

La disfuncién de una proteina puede corregirse mediante modulacién de un factor regulador de la proteina. En un
estudio por Minamisawa et al. (1999), se demostré que la eliminacion o interrupcioén de la fosfolanban (PLB), una
proteina que inhibe la funcién de SERCA2, pudo rescatar los defectos cardiacos en un ratén en el que la proteina LIM
musculo especifica (MLP) se suprimi6 (Arber et al., 1997). Se generaron ratones con genes doblemente inactivados
(DKO), cruzando un ratén PLB con genes inactivados con un ratén MLP con genes inactivados. Los ratones resultantes
mostraron alguno de los defectos de la cepa de ratones MLP con genes inactivados. A este respecto, estudios de
complementacién genética en un modelo de ratén con genes diana de cardiomiopatia dilatada, han identificado un
papel esencial para los defectos en el ciclo del calcio del reticulo endopldsmico, en la progresion de la insuficiencia
cardiaca (Chien, 1999).

Los mutantes dominantes negativos de una proteina pueden utilizarse para inhibir la funcién de la proteina, dando
lugar esencialmente a una mutacion con genes inactivados. Algunos de los mutantes dominantes negativos de PLB
se han identificado y caracterizado mediante diversos procedimientos (WO 00/25804, que se incorporan como refe-
rencia a la presente memoria). Estas mutaciones incluyen las mutaciones puntuales E2A, K3E, R14E, S16N, S16E,
L37A, T40A y V49A, asi como la mutacién doble K3E/R14E, algunas de las cuales se han ensayado solamente in
vitro (Toyofuku et al, 1994). La inyeccién neonatal en la cavidad ventricular de un vector viral AD expresando una
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forma dominante negativa de PLB (V49A), inhibi6 la funcién de la PLB nativa, rescatando la funcién cardiaca. La
transferencia génica cardiotrdpica in vivo a largo plazo con alta eficacia en varias formas del modelo de insuficiencia
cardiaca crénica, se ha considerado un ensayo critico para evaluar el valor terapéutico de la modificacién funcional de
la fosfolanban.

A partir de estudios sobre la fibrosis quistica, es conocido que no es necesaria la transduccién de todas las células
para una mejora en la funcién. La expresion del canal de sodio de tipo salvaje en un porcentaje tan bajo como el
6-10%de las células en el interior de una capa epitelial, a las que les falte un canal de sodio, es suficiente para el
transporte normal del i6n sodio (Johnson et al,1992). Esto se conoce como “el efecto bystander”. Es probable que
la expresion esporadica de un canal de calcio o receptor puede ser suficiente para aumentar la funcién de un tejido
enfermo; sin embargo, el reemplazo de una proteina estructural necesitard de una transferencia génica mds eficiente.
Hasta la fecha, no existen informes de una transferencia génica estable de alta eficacia al tejido cardiaco.

La cardiomiopatia autosémica recesiva (CM) del hamster Sirio que se presenta de modo natural en las cepas
BIO14.6, UMX?7.1 y TO-2 del hamster, se han identificado recientemente como debidas a una mutacién en el gen o-
sarcoglicano (Nigro et al.,1997; Sakamoto, et al., 1997). Esta mutacién da lugar a una disminucién en la expresion
estable de todos los genes sarcoglicanos (@, 8y ), dando lugar a una disminucién de la integridad estructural de todas
las células musculares. La progresiva dilatacion venticular izquierda, la disfuncién sistélica y diastdlica, y la pérdida de
células en el hdmster CM se parece a muchas caracteristicas fenotipicas de la cardiomiopatia dilatada primaria humana
(DCM) (Ryoke et al.,1999; Ikeda et al, 2000). En el hamster, estos cambios fenotipicos se asocian con un aumento en
la permeabilidad de la célula miocérdica, y rotura. En los ratones transgénicos, la interrupcién del gen ¢-sarcoglicano
provocé dafio cardiaco, que se informé que estaba asociado al menos, parcialmente, con anormalidades de los mus-
culos lisos vasculares (Coral-Vazquez et al., 1999). En los ratones transgénicos, se informé de que la interrupcion del
gen d-sarcoglicano estaba asociada con anormalidades de los musculos lisos vasculares y dafio miocardico secundario
(Coral-Vazquez et al., 1999). Se cree que la fragilidad de las células es debida al ensamblaje incorrecto del complejo
distrofina asociado a glicoproteina (DAGC) (Sakamoto, et al., 1997). Normalmente, los componentes del DAGC se
encuentran perpendiculares al plano del sarcolema y se unen a la proteina laminina de la matriz extracelular y a la
proteina distrofina intracelular, estabilizando la célula. En ausencia de §-sarcoglicano, el complejo se colapsa y ya no
puede estabilizar las células, haciéndolas mds susceptibles al estrés mecanico.

El rescate de la distrofia del musculo esquelético del hamster CM tuvo lugar mediante la inyeccién intramuscu-
lar de Ad (Holt, et al.,1998) o del virus asociado al adenovirus (AAV) (Greelish, ef al., 1999) que contiene el gen
o-sarcoglicano. El rescate mediante el Ad-d-sarcoglicano se llevé a cabo mediante la inyeccion directa del Ad-o-
sargocoglicano en el cuadriceps femoris. La expresion fue inicialmente alta > 80%), y alguna de las expresiones se
apreciaron hasta 198 dias después de la administracién viral; sin embargo, la expresién disminuy6 significativamente
a lo largo del tiempo. No se trat6 la expresion del producto génico, o de su ausencia, en sitios alejados.

La inyeccion directa del AAV-§-sarcoglicano en un misculo pequefio (es decir, el tibial anterior), fue suficiente
para el suministro génico a través del musculo; sin embargo, el suministro génico eficiente en los musculos mas
grandes (por ejemplo, de los miembros posteriores) requirié el suministro a través de la circulacion con la interrupcién
simultdnea del endotelio, utilizando histamina. El miembro posterior se aislé de la circulacion sistémica mediante
torniquetes, seguido por la inyeccién de papaverina en histamina, y finalmente, de virus, en el vaso femoral. Después
de 4 a 6 semanas, se ensayd en un sistema ex vivo la integridad estructural de las células. En ambos sistemas, el
tratamiento con el virus que expresaba el d-sarcoglicano dio lugar a un aumento de la estabilidad estructural de las
células musculares. No se tratd el suministro génico al corazén. Ademads, el aislamiento del corazén de la circulacién
mediante el torniquete para aumentar la exposicién del virus al tejido de interés, serd probablemente problemética; por
tanto, un procedimiento idéntico no podria utilizarse para el tejido cardiaco.

En algunos casos de las distrofias hereditarias, como en la distrofia muscular de Duchenne, la muerte es causada
habitualmente por insuficiencia cardiaca debida a cardiomiopatia, mas que a miopatia del muisculo esquelético, como
sucede con CM en los hamsters. Como los productos del gen del sarcoglicano son elementos estructurales de la célula,
para el tratamiento eficaz de la enfermedad, serd necesaria la transferencia eficaz para casi todas las células. Por
tanto, los procedimientos para una transferencia génica eficiente al misculo cardiaco seran ttiles en el tratamiento de
diversas distrofias musculares.

El suministro génico eficaz para el corazén presenta un problema mayor que el suministro al tejido del musculo
estriado, debido a las diferencias estructurales de los tejidos. Las células del musculo estriado son grandes, multinu-
cleadas, que se derivan a partir de la fusién de mioblastos multiples. Por tanto, el suministro de una particula virica
a una unica célula dard lugar a una expresioén sobre un drea mucho mds grande, pues el ARN transcrito en un tnico
nicleo serd transportado a través de la célula. Las células cardiacas contienen sélo uno o dos nicleos por célula y son
mucho mds pequefias (10 veces). La expresion en la misma drea porcentual necesitard la transduccién eficiente de un
nimero de células significativamente mds alto.

Los promotores histo-especificos se han utilizado para aumentar la especificidad de la expresién génica miocardica,
pero los niveles de expresion del gen transferido fueron bajos (Rothmann ez al, 1996). Otra estrategia para restringir
la expresion de los genes transferidos al corazén ha implicado la inyeccién directa del virus en el miocardio (Gutzman
et al.,1993; French et al.,1994). Otro intento implicd la inyeccidn intrapericardica del vector virico combinada con el
tratamiento con proteinasa (Fromes et al., 1999). Estas manipulaciones consiguieron el suministro génico local debido
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a la falta de una intensa difusién del vector viral; sin embargo, el resultado de estos procedimientos es la expresion
génica altamente restringida con el dafio tisular local.

La eficacia del suministro génico cardiomiocitico mediante un vector AAV se documenté in vitro utilizando células
neonatales cultivadas de rata, asi como en un sistema ex vivo utilizando la inmersién del musculo papilar de rata (Maeda
et al.,1998). Se informé de que la transferencia ex vivo del vector AAV, seguida por el trasplante cardiaco singeneico
alcanzé una expresion del gen marcador de alta eficacia (Svensson et al, 1999). El suministro intracoronario de AAV se
intent6 en el miocardio porcino; sin embargo, se observo una eficacia extremadamente baja de la transferencia génica
(0,2%) (Kaplitt et al, 1996). Hasta la fecha, no existe un informe del sistema del suministro génico cardiotrépico in
vivo de alta eficacia con una expresién sostenible a largo plazo.

Se requiere el desarrollo de otros medios para el tratamiento de problemas cardiacos.
Sumario de la invencion

La invencién consiste en la utilizacién de un vector virico que contiene un polinucleétido que codifica el mutante
S16E PLB dominante negativo de fosfolanban (PLB), que presenta una mutacioén de serina a dcido glutdmico en el
aminodcido 16, al compararla con la molécula de tipo salvaje, en la preparacién de un medicamento para el tratamiento
de las enfermedades cardiacas.

La invencion supera las limitaciones en los medios anteriores, para alcanzar un alto nivel de transferencia génica
cardiotrépica in vivo con una alta coherencia (promedio del 60-70% de los miocitos cardiacos) en modelos animales y
normales cardiomiopdticos. La invencién implica el aumento del tiempo de permanencia del vector viral, Ad o AAV,
que contiene el gen de interés, en el corazén, mediante la induccién de la hipotermia, mediante el aislamiento del
corazén de la circulacién, y mediante la parada cardiaca completa o parcial. Los agentes permeabilizantes constituyen
un componente esencial de la invencidn, y se utilizan durante la administracién del virus, para aumentar la absorcién
de éste por las células cardiacas. La expresién del gen mediante los vectores AAV estd muy restringida al musculo
cardiaco y se mantiene durante largo tiempo, sin sintomas de inflamacién miocardica.

Se utilizaron hamsters normales, asf como hamsters CM, para demostrar la utilidad de la invencién. Los animales
se anestesiaron y se enfriaron a una temperatura central de 18-25°C aproximadamente en bolsas rellenas con agua
helada. La aorta y la arteria pulmonar se ocluyeron utilizando lazos corredizos metdlicos para aislar el corazén de la
circulacién. Las soluciones se inyectaron en la aorta en la siguiente secuencia: solucién cardioplégica del Hospital
Sto. Thomas, agentes permeabilizantes en solucion cardioplégica, y finalmente virus, Ad o AAV, con agentes permea-
bilizantes en solucién cardioplégica. El tiempo para el aislamiento del corazén varié de 4 a 10 minutos antes de la
liberacién de los lazos corredizos metélicos. El animal se resucit6 y se devolvio a la temperatura corporal normal.

Los animales se analizaron con respecto a la especificidad de la transferencia génica, entre 4 y 6 dias después de
ésta utilizando Ad, o de 5 semanas a 3 meses después de utilizar AAV, empleando constructos informativos (8-galac-
tosidasa), o para la mejora en la funcién cardiaca utilizando §-sarcoglicano, formas dominantes negativas de PLB u
otros genes estructurales o funcionales. La expresion de la S-galactosidasa se detect6 a través de los corazones de los
hdmsters normales (78,1 + 30,1% con Ad 'y 79 + 8% con AAV de los miocitos del ventriculo izquierdo por unidad
de drea que expresen B-galactosidasa). La expresion de d-sarcoglicano en los hdmsters BIO14.6 CM deficientes en o-
sarcoglicano, se restaur6 al 57,2 + 8,2% de aquélla en los hamsters “golden” normales, utilizando el vector Ad, con-
juntamente con una marcada mejoria de la expresion de otros componentes del complejo DAGG. La transferencia de
un gen para una forma dominante negativa de la fosfolanban potenci6 la contractibilidad en el corazén de los hamsters
CM, suprimiendo la insuficiencia cardiaca mediante la potenciacion de la funcién de SERCA2. El anilisis histoldgi-
co de las células cardiacas demostré que fueron menos dafiadas que las células de los hamster CM emparejados por
edades.

Estos datos demuestran que la invencidn resulta ttil para la transferencia de una secuencia codificante para ambos
tipos de proteinas, estructurales y reguladoras, a las células cardiacas. Ambos vectores, Ad y AAV, pudieron mediar una
transferencia génica eficiente, y pueden utilizarse igualmente bien en el procedimiento de la invencion. La seleccién de
un vector viral dependerd del tamafio del gen que vaya a ser transferido y de otras consideraciones bien conocidas para
los expertos en la materia. Por ejemplo, es conocido que diversos promotores funcionan en el corazén, incluyendo los
promotores del citomegalovirus (CMV) y el virus del sarcoma de Rous (RSV). Estos promotores pueden utilizarse con
o sin los elementos potenciadores del virus. Ademads, otros elementos, tal como un intrén 40 del virus simiano (SV),
u otra estructura intrénica artificial, puede insertarse para aumentar la expresion génica. Experimentos utilizando
hamsters normales sin una funcién cardiaca comprometida incluyeron la administracién de una segunda dosis del
virus, mientras que s6lo una dosis del virus se administré a hdmsters BIO 14.6 para reducir la cantidad de tiempo de
hipotermia y de aislamiento del corazén de la circulacién. El nimero de particulas virales y el de dosis administradas
variardn dependiendo del estado del paciente, que serd evaluado por el experto en la materia.

Breve descripcion de los dibujos

La presente invencion se comprenderd mejor a partir de la siguiente descripcion detallada, conjuntamente con las
figuras adjuntas, en las cuales los ndmeros de referencia similares se refieren a partes similares y en las que:
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Figura 1 A-C: Caracterizacion del mutante de pseudofosforilacién de la fosfolanban (SI6EPLB).(A): Alineacién
(comparativa entre) las especies del péptido de PLB de 52 aminodcidos, que estd muy conservado. El sitio de fos-
forilacién en Ser 16 catalizado por la quinasa cAMP dependiente muté como Glul6.(B): Aumento regulado de la
hemodindmica cardiaca independiente de las catecolaminas en los ratones transgénicos 616EPLB. S1I6EPLB se situd
detras del promotor a-MHC del ratén de 5,5 kilobases (donacién del Dr.Jeffery Robbins, Universidad de Cincinnati),
generandose los ratones transgénicos en los antepasados CB6F1 mediante inyeccién intranuclear. (En cuadros): el
ritmo cardiaco (izquierdo), la derivada méxima (central) y minima (derecho) del cambio de la presién LV con dosis
crecientes de dobutamina, el agonista S-adrenégico, se midieron en animales de control (circulos abiertos, n=8), y
animales a-MHC-S16EPLB (circulos cerrados, n=8) tal como se ha descrito anteriormente (Palakodeti et al, 1997).
Media + SE, *P<0,05 (medida repetida de ANOVA, seguida por el ensayo post hoc Student-Newman-Keuls). (C):
Rescate de la disfuncién cardimiopdtica de las células ventriculares MLPKO mediante transferencia del gen Ade-
noS16EPLB. AdenoS16EPLB se inyectd juntamente con AdenoEGFP en los neonatos ratones MLPKO de 0 a 3 dias.
Entre 4 y 6 semanas mds tarde, se midieron las contracciones dnicas celulares de las células transgénicas positivas
(S16E) y de las células negativas (de control) de los ratones MLPKO, y de las células transgénicas positivas de los
ratones de tipo salvaje inyectados con solo AdenoEGFP (normales). (Christensen et al., 2000).

Figura 2 A-D: Efecto terapéutico de rAAV/S16EPLB sobre la progresién de la disfuncién de LV en los hamsters
BIO14.6 CM. (A,B): Medicién ecocardiogréfica de %FS (A) y LVDd (B) antes, y 5 semanas y 3-6 meses después de
transferencia génica intra-coronaria (GT) sin tratamiento viral (barras abiertas, n=10 durante 5 semanas y n=16 durante
3-6 meses), rAAV/LacZ (barras punteadas n=11 durante 5 semanas y n=11 durante 3-6 meses) y rAAV/S16EPLB
(barras rellenas, n=11 durante 5 semanas y n=13 durante 3-6 meses). Media + SE, *P<0,05 vs. LacZ, #P<0,05 vs.sin
virus. (medida repetida de ANOVA, seguida por el ensayo post hoc Student-Newman-Keuls). (C,D):Contractibilidad
del ventriculo izquierdo (max LV dP/dt) se evalué en el valor basal y en respuesta al aumento de las dosis de la
dobutamina a las 5 semanas (C) y 3 meses (D) después de la transfeccién de rAAV/S16EPLB (circulos cerrados,n=6
durante 5 semanas y n=9 durante 3 meses), suministro de rAAV/LacZ (circulos abiertos,n=7 durante 5 semanas y
n=5 durante 3 meses) y hamster F1B normal de control (tridngulos cerrados, n=7 durante 5 semanas y n=6 durante
3 meses). Media + SE, *P< 0,05 S16EPLB vs. LacZ (medida repetida de ANOVA, seguida por el ensayo post hoc
Student-Newman-Keuls). De los procedimientos para el andlisis funcional cardiaco de los hamsters CM mediante
ecocardiografia y la cateterizacion cardiaca se informé anteriormente (Ryoke et al, 1999).

Figura 3: Rescate de la lesidn progresiva de células miocérdicas con fibrosis intersticial e interrupcién de la mem-
brana en hamsters CM, mediante suministro intra-coronario de rAAV/S16EPLB. El area lesionada se cuantific en los
cortes sometidos a una tincién doble para la aglutinina de germen de trigo y la distrofina, seguida por la utilizacién
del programa NIH de imagen. Los cortes (6 cortes transparietales de cada animal, 3 animales por cada grupo) fueron
de LVs aisladas de animales después de 5 semanas y 3 meses con suministro génico rAAV/LacZ y rAAV/S16EPLB.
Al mismo andlisis lesional se sometieron hamsters normales (cepa F1B) de 5 semanas de edad. Media + SE, *P< 0,05
S16EPLB vs.LacZ (medicién repetida de ANOVA, seguida por el ensayo post hoc Student-Newman-Keuls).

Descripcion detallada y formas de realizacion preferidas

Es conocido que la eficacia de la transferencia génica cardiaca en el corazén aislado se ve afectada por multiples
parametros, que incluyen el flujo coronario, el tiempo de permanencia, la concentracién virica, la temperatura, la
presencia de hematies en el perfundido coronario, y la permeabilidad vascular. Para optimizar varios de estos factores,
particularmente la perfusion, el tiempo de permanencia y la permeabilidad vascular, se indujo una hipotermia total
del cuerpo conjuntamente con una parada cardiaca, incluyéndose durante la inyeccidn de las particulas virales agentes
permeabilizantes tales como histamina, substancia P y serotonina. Este procedimiento dio lugar sistemdticamente a
una alta expresion del transgén en el corazén del hamster normal y enfermo, restaurando el complejo de sarcoglicano
en los corazones de los hamster BIO14.6 CM.

La técnica hipotérmica se basa en la que se utilizé para la cirugia cardiovascular neonatal humana que se llevé
a cabo en los afios 1960, que permitio la parada cardiaca de hasta 1 hora (Mohri et al., 1969). Asimismo, se llevo
a cabo con éxito una hipotermia total del cuerpo en perros con parada cardiaca durante por lo menos 45 minutos
(Mohri et al.,1968). Esto permite un gran aumento en el tiempo de permanencia del virus en el corazén, aumentando
la eficacia de la transduccién. Los agentes permeabilizantes aumentaron asimismo la eficacia de la transduccién. Las
inyecciones de Ad sin agentes permeabilizantes vasculares dieron lugar a una expresién transgénica limitada. La
histamina contribuyé a alcanzar una parada cardiaca completa, presumiblemente mejorando la perfusién miocérdica.
Sin embargo, el efecto principal fue, sin duda, aumentar la permeabilidad vascular. Se ha mostrado que el aumento a
corto plazo en la permeabilidad vascular producida por la histamina proviene de la comunicacién lagunar endotelial,
un efecto que permite que las particulas virales penetren en el espacio extravascular.

Aunque no forme parte de la presente invencidn, se advirtié que la transferencia del gen del 6-sarcoglicano aument6
sorprendentemente la expresion proteica de las otras proteinas sarcoglicano que se encuntran en el DAGC, sugiriendo
que el gen d-sarcoglicano expresa una proteina que estd apropiadamente plegada y dirigida hacia su propia localizacién
en la célula. Esto demuestra que una transferencia de un gen que codifica una proteina en las células cardiacas es
factible y que puede dar lugar a una correccion substancial de la deficacia de una proteina mutante sarcolémica, puede
acarrear implicaciones para el tratamiento futuro de algunas formas de la DCM genética humana.
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El procedimiento de transferencia génica de alta eficacia se aplicé para rescatar la alteracién del acoplamiento
excitacion-contraccion (E-C) y defectos asociados en la realizacioén de la contraccion cardiaca que se observa en los
hamsters CM. La ablacién de PLB rescat6 un espectro de fenotipos que se encontraron en un modelo murino de
cardiomiopatia dilatada, en el que el ratén aloja una deficacia en la proteina citoesquelética MLP (Minamisawa et
al.,1999). Se disefi6 e insert6 en un vector AAV un mutante dominante negativo que interferia PLB, para determinar
si la interrupcidn de la actividad de PLB podria también rescatar una deficacia en el gen d-sarcoglicano en el hamster
CM. El PLB dominante negativo contenia un 4cido glutdmico en lugar de una serina en el aminoacido 16 (S16EPLB),
por lo que el PLB ya no podria ser fosforilado por una proteina dependiente del AMP ciclico. Como control, se utilizé
un vector rAAV-LacZ. Los dos AAVs se transfirieron al miocardio de hamsters BIO14.6 de 5-6 semanas de edad
mediante el procedimiento anterior, en el cual se habia confirmado mediante ecocardiografia un estadio medio de
insuficiencia cardiaca. Cinco semanas y 3-6 meses después del suministro génico, se llevaron a cabo ecocardiografia
y la medicién de alta fidelidad de la presién ventricular izquierda (LV), para evaluar la funcién cardiaca in vivo. El
tratamiento con la transferencia del gen AAV-S16EPLB suprimi6 el fallo progresivo de la contractibilidad cardiaca en
estos animales, demostrando la eficacia del procedimiento de transferencia génica para modificar funcionalmente el
estado de la bomba cardiaca.

Ejemplo 1
(Antecedentes de la invencién)

Construccion de los vectores virales. Se construy6 un vector Ad de replicacién deficiente (E1A y E1B suprimidos),
que contiene el gen S-galactosidasa con una secuencia sefial de localizacién nuclear (Ad.CMV LacZ), o el gen ¢-sarco-
glicano (Ad.CMVé-sarcoglicano) del hamster gobernado por el promotor CMV. Los constructos virales se generaron
utilizando el vector lanzadera PACCMV.PLPA mediante el procedimiento de Graham et al., 1995 (que se incorpora a
la presente memoria como referencia). Los vectores Ad generados mediante la recombinacién in vitro se amplificaron
en 293 células. Las células se recuperaron y se sometieron a tres ciclos de congelacion-descongelacion para liberar las
particulas virales. Se purificaron los virus a través de dos gradientes consecutivos de CsCl. Los titulos promedio de los
virus fueron de 1,27 x 10" pfu/ml para Ad.CMV LacZ y de 5,5 x 10° pfu/ml para Ad.CMV §-sarcoglicano.

Los vectores AAV se basan en el tipo 2 de parvovirus incompleto y no patogénico, y se construyeron esencialmente
tal como se ha descrito por Xiao et al. 1998 (que se incorpora a la presente memoria como referencia). Brevemente,
los tres constructos plasmidicos, un vector lanzadera, un vector de empaquetamiento y un vector auxiliador mini-
adenovirus no infeccioso, se cotransfectaron a 293 células para generar particulas virales de replicacién deficiente. Las
particulas virales AAV se recuperaron a partir de dos gradientes secuenciales de CsCl o mediante un procedimiento
de columna de heparina en una sola etapa. El titulo promedio de los virus fue de 1-3 x 10'? particulas virales (VP)/ml
para ambos AAV-LacZ y AAV-S16EPLB.

Ejemplo 2
(Antecedentes de la invencién)

Transduccion in vivo. Se anestesiaron unos hamsters con pentobarbitol sédico (85 mg/kg, via intraperitoneal), se
intubaron y se ventilaron, se situaron electrodos para ECG en las extremidades y se insert6 un catéter termistor 6F
en el recto. El pecho se afeité y en el segundo espacio intercostal se llevd a cabo una pequefia toracotomia anterior
izquierda (4-5 mm); alrededor de la aorta ascendente y la arteria pulmonar principal se dispusieron ligaduras de seda,
trenzadas, y se enhebraron a través de tubos plasticos de oclusién. A través de una incisién media en el cuello, se
expuso la cardtida derecha, se canulé con un tubo PE-60 moldeado a la llama, avanzando el extremo por la aorta
ascendente, justamente por encima de la valvula adrtica (por debajo del lazo corredizo metdlico) para la medicién de
la presion arterial y las inyecciones posteriores de las particulas virales.

Las bolsas rellenas con el agua helada se situaron alrededor del animal dectbito supino, incluyendo la cabeza,
controlando cada 3 minutos la frecuencia cardiaca y la temperatura, hasta que la temperatura central alcanzé 18°C
(tiempo promedio 40 minutos) en el hamster normal. Se ocluyeron a continuacién la aorta y la arteria pulmonar,
inyectdndose las soluciones en la aorta de la siguiente forma: solucién cardioplégica modificada del Hospital Sto.
Tomas (20 mM KCl, 2 ul/g peso corporal(BW), 10 segundos mads tarde, 20 mM histamina (2,5 ul/g BW), disueltos
en solucién cardioplégica; 5 minutos mas tarde, solucién de virus (100 ul) con histamina y solucién cardioplégica;
2 minutos mas tarde, una segunda inyeccién de virus con histamina, en hamsters normales. Debido a la disminucién
de la funcién basal en los hamsters CM, se llevé a cabo s6lo una inyeccién. Ambos lazos corredizos metdlicos se
liberaron (después de, aproximadamente, un periodo de tiempo de oclusion de 10 minutos para los hamsters normales
y de 6 minutos para los hamsters CM), inicidndose entonces una infusién intra-adrtica de dobutamina (10 ug/kg/min)
con compresion periddica del pecho. La recuperacién del ritmo sinusal y de la presién tuvo lugar aproximadamente
en 1-2 minutos después del comienzo de la dobutamina. Cuando la presién arterial sist6lica alcanzé alrededor de 50
mmHg, el animal se situé en un cojin de calentamiento (42°C), calentdndose gradualmente hasta 36°C. El pecho se
cerrd a continuacidn y se succiond, evacudndose, el aire intratordcico, dejando que los animales se recuperaran.

En los experimentos posteriores, se mostré que la hipotermia moderada (24-26°C) y el tiempo mas corto de oclu-
sién adrtica (4-5 minutos) dio lugar a sélo una pérdida moderada de la eficacia transfeccional (67,5%, no significativa
a partir de las eficacias del 77,3% utilizando el protocolo inicial).

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2320975 T3

Ejemplo 3
(Antecedentes de la invencién)

El procedimiento de transduccion que utiliza un gen informador no altera la funcion cardiaca. Mediante ecocar-
diografia (ECG) se estudiaron hamsters normales (n=10) a los 4 dias después de la administracién de Ad.CMV LacZ.
El porcentaje de acortamiento fraccional (%FS) del ventriculo izquierdo fue del 43,88 + 5,45%, indicador de una
funcién normal y la dimensién diastélica final del ventriculo izquierdo (LVDd) fue de 4,38 + 0,22 mm, indicador de
un tamafio normal del corazén. En un grupo de hamsters normales no tratados emparejados por la edad, el % FS fue
de 46,83 + 2,43 y la LVDd fue de 4,12 + 0,3 mm (no significativamente diferentes). En los hamsters CM, se exami-
naron algunos animales mediante ecocardiografia, tanto antes como 6 dias después de la administraciéon de Ad.CMV
LacZ. La funcién ventricular izquierda se deprimi6 en los hamsters CM de control con respecto a los hamsters de tipo
salvaje, tal como se espera (% FS 27,77 + 3,17%, LVDd 5,44 + 0,25 mm) y algo mds deprimida 6 dias después (%FS
23,59 + 4,93%, LVDd 5,60 + 0,37mm, ambos p<0,05).

Ejemplo 4
(Antecedentes de la invencién)

Expresion de B-galactosidasa y d-sarcoglicano en hamsters BIO14.6 utilizando un vector Ad. En los corazones de
hamsters CM transducidos con Ad.CMV LacZ, se dio una eficacia de transferencia génica similar a la obtenida en los
hamsters normales. Se observé que existia una tendencia a la tincidn positiva del ventriculo izquierdo superior a la del
ventriculo derecho, siendo la transduccion algo menos homogénea que en los corazones normales. En los corazones
transducidos con Ad.CMV ¢-sarcoglicano, la expresion de la proteina §-sarcoglicano promedidé 57,2 + 8,2% de la
(obtenida) en el corazén normal, tal como se determiné mediante transferencia Western. Los aumentos en el a- y
B-sarcoglicano fueron incluso mds intensos que el aumento que se aprecié en el d-sarcoglicano. En los corazones
CM, tanto transducidos con LacZ como no transducidos, no se detecté la expresién del §-sarcoglicano y la expresion
de las proteinas a- y B-sarcoglicano fue muy baja. De este modo, existié una restauracion exitosa del complejo del
sarcoglicano en los corazones de los hamsters BIO14.6.

En otros experimentos, en las semanas 1 y 3 después de la transferencia génica Ad.CMYV ¢§-sarcoglicano, se demos-
tr6, mediante inmunotincidn, una restauracion clara y difusa del ¢-sarcoglicano (y de otros sarcoglicanos) al sarcolema
y a los tibulos-t.

Ejemplo 5
(Antecedentes de la invencién)

Expresion de B-galactosidasa en hamsters utilizando un vector AAV. Se administraron 1 x 10'? particulas viri-
cas/kgBW AAV-LacZ a hamsters normales y hamsters BIO14.6 CM,mediante el procedimiento de la invencién. Se
analiz6 la expresion de LacZ 4-6 semanas y 3-6 meses después de la administracion del virus. Se apreci6 la expresion
homogénea de LacZ a través del ventriculo izquierdo, con una transduccién de mas del 60% de los miocitos. Contra-
riamente a esto, no se observo una tincién significativa de LacZ en otros érganos importantes, que incluian pulmones,
higado, bazo, rifiones, aorta, eséfago, glandulas sexuales y musculo esquelético.

Ejemplo 6

La expresion de la fosfolanban dominante negativa interrumpe la funcion de la proteina de tipo salvaje. El fos-
folanban es un péptido de 52 aminodcidos altamente conservado con dos sitios diferentes de fosforilacion: Serl6
(quinasa dependiente del AMP ciclico: proteinquinasa A) y Thr17 (quinasa dependiente de la Ca**-calmodulina). Los
efectos lusitrépicos e inotrépicos in vivo de los agonistas S-adrenérgicos estan regulados principalmente por la fosfo-
rilacion de Ser16 de PLB mediante la protein quinasa A y la defosforilacién, mediada primariamente por la fosfatasa
tipo 1 unida al reticulo sarcopldsmico (SR). Ya que se ha mostrado que la fosforilacién mediante la proteina quinasa A
alivia la inhibicién de SERCA2 mediante la disociacién de la accién inhibitoria de PLB, generamos un mutante PLB
pseudofosforilado reemplazando Ser16 con al aminodcido basico glutamina, introduciendo por lo tanto una carga ne-
gativa en posiciéon 16 (SI6EPLB) (Figura 1A). Para ensayar directamente la capacidad de S16EPLB para activar un
efecto inotrépico en células cardiacas individuales, se utiliza un protocolo in vivo de suministro del vector adenovirico.
La expresion del SI6EPLB condujo a la activacidn constitutiva de la contractibilidad y de la relajacion en las células
ventriculares del ratén de tipo salvaje en ausencia de catecolaminas. Para examinar si SI6E podria tener un efecto
similar en el corazén intacto in vivo, se generan ratones transgénicos que albergaran un gen S16EPLB gobernado por
un promotor a-MHC. El andlisis de transferencia de ARN revel6 una sobreexpresién de 5 veces aproximadamente
del transgen S16E con respecto a los niveles de PLB. Estos ratones transgénicos no mostraban evidencias de defec-
tos morfogénicos, hipertrofia, o cardiomiopatia, pero desplegaron un aumento basal en la contractibilidad cardfaca en
ausencia de la estimulacion catecolaminica, que era similar cualitativamente al fenotipo cardiaco de los ratones nulos
en cuanto al fosfolanban (Figura 1 B). A continuacion, se transfieren AdenoS16EPLB a células cardiacas neonatales
deficientes en MLP. La contractibilidad marcadamente deprimida y las propiedades relajantes que se encontraron en
células MLPKO aisladas, se rescat6é parcialmente mediante SI6EPLB a las 4-6 semanas después de la transferencia
génica neonatal (Figura 1C).
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Ejemplo 7

Potenciacion de la contractibilidad cardiaca mediante la administracion de un fosfolanban dominante negativo.
Para comparar directamente los efectos terapéuticos potenciales del vector adenovirico recombinante con respecto a
la expresion mediada por AAV de S16E, se generan los vectores AAV-S16EPLB y AAV-LacZ (Xiao et al.,1998), y
examinamos sus efectos respectivos sobre la progresion de la insuficiencia cardiaca en los hamsters BIO14.6 CM (de 5-
34 semanas de edad).A las 5-6 semanas de edad, los hamsters CM muestran una clara evidencia de disfuncion cardiaca,
con una disminucioén significativa en el acortamiento fraccional (% FS), evaluado mediante ecocardiografia (hamster
normal 47,0 + 6,7., n=15 vs. hamster CM 39,6 + 7,2, n=14,P= 0,006). En las siguientes 28 semanas, los hamsters
CM desarrollaron rdapidamente una insuficiencia cardiaca que es comparable al tipo III de NYHA (New York Heart
Association), caracterizada por una ecocardiografia con una marcada disminucién en % FS (a las 18 semanas de edad,
el hamster normal 44,0 + 4,9, n=14,vs. hamster CM 24,1 + 4,3, n=10, P<0,001) y dilatacién de la cavidad, indicada
por un aumento dimensional al final de la didstole de la cavidad del ventriculo izquierdo (LVDd)(a las 18 semanas de
edad, el hamster normal 4,46 = 0,37, n= 14, vs. hamster CM 5,28 + 0,41, n=10, P <0,001). La administracion intra-
coronaria del AdenoS16EPLB potenci6 significativamente la contractibilidad cardiaca, indicado por un aumento del
33% aproximadamente en la velocidad media del acortamiento de las fibras circunferenciales (mVcf) 6 dias después
de la transfeccién, mientras que Ad-LacZ no dio lugar a un efecto significativo. La reduccién de LVDd se produjo
también en los animales transfectados con AdenoS16PLB (6% de disminucién, p<0,05 vs. medicién preoperativa),
mientras que los animales a los que se inyect6 con Ad-LacZ mostraron un ligero agrandamiento posterior en la cavidad
LV, documentando de esta forma la eficacia a corto plazo de la inhibicién de PLB.

Asimismo, se evalud la eficacia terapettica a largo plazo del suministro intracoronario de rAAV-S16EPLB en
los hamsters CM. La ecocardiografia demostré que la transferencia génica rAAV/S16EPLB suprimié intensamente
la afectacion progresiva de la contraccion cardiaca y la dilatacién de la cavidad que se encontrd en los hamsters CM
cinco semanas después de la transferencia génica (Figura 2A,B). Las derivadas primeras maximas de la presion (LV)
del ventriculo izquierdo, LV max dP/dt, revirtieron ampliamente hacia los niveles de los hamsters normales, mediante
el tratamiento con rAAV/S16EPLB a nivel basico, asi como en respuesta al incremento de las dosis del agonista -
adrenérgico dobutamina (Figura 2C). Este efecto de AAV-S16EPLB para mitigar el desarrollo de la insuficiencia
cardiaca fue evidente mds adelante, a los 3-6 meses de la transferencia génica, con una mejoria substancial en %FS
(animales AAV-S16EPLB, 25,9 + 5,7., n=13 vs. animales AAV-LacZ 20,2 + 6,2, n=11, P<0,05) (Figura 3A), y mVcf
(animales AAV-S16EPLB 3,4 + 0,7., n=13 vs. animales AAV-lacZ 2,7+ 0,7, n=11, P<0,05). La medicion de alta
fidelidad de la presién del ventriculo izquierdo documenté directamente que el suministro mediado por AAV del
mutante PLB de pseudofosforilacién, mantuvo el efecto rescate sobre la contractibilidad cardiaca durante 3 meses
después del suministro génico (Figura 2D), exhibiendo un aumento superior al 50% de LV max dP/dt en los animales
a los que se transfiri6 SI6EPLB, comparados con los controles LacZ. La expresion persistente del péptido S16E se
evidencié mediante analisis de inmunotransferencia con anticuerpos anti-PLB y anti-fosfo 16-PLB (péptido S1I6EPLB
vs. PLB enddégeno=1,5-5:1,n=6),y la transferencia southern sugirié que el gen de fusion CMV-S16EPLB est4, por
lo menos, parcialmente integrado en el genoma del huésped, lo que sugiere que la expresiéon puede verdaderamente
ser a largo plazo. Considerados en conjunto, estos datos proporcionan una evidencia directa de que la inhibicién de
PLB puede llevar a la reversion crénica de la insuficiencia cardiaca, utilizando una nueva estrategia terapéutica génica
mediada por AAYV, incluso en los estadios de la enfermedad que corresponden a insuficiencia cardiaca humana grave
(que se encuentra) proxima a los estadios finales (iltimo NYHA tipo III).

Ejemplo 8

La expresion de un fosfolanban dominante negativo disminuye el daiio en las células cardiacas insuficientes. Es-
tudios experimentales y clinicos previos documentaron que los aumentos crénicos en la contractibilidad mediada por
los agonistas S-adrenérgicos o los inhibidores de la fosfodiesterasa pueden conducir a la rapida progresion de la dis-
funcién cardiaca en la insuficiencia cardiaca crénica. Ademds, la administracién de S-bloqueantes puede mejorar la
supervivencia y la progresion de la insuficiencia cardiaca clinica. Los mecanismos que subyacen a este efecto perjudi-
cial a larzo plazo se han atribuido a la toxicidad catecolaminica, y han aumentado la duda respecto a si la estimulacién
crénica del funcionamiento cardiaco mediante las catecolaminas gobierna inherentemente la progresion de la insufi-
ciencia cardiaca. Utilizando un nuevo sistema AAV intracoronario para suministrar un mutante PLB pseudofosforilado
que activa constitutivamente la contractibilidad cardiaca en ausencia de la estimulacién de cAMP, se ha mostrado que
los aumentos crénicos en la contractibilidad cardiaca pueden conducir a una reversién a largo plazo de la disfuncién
cardiaca y a un marcado efecto sobre la progresion de la insuficiencia cardiaca. En este estudio, se proporcionan prue-
bas que sugieren que uno de los mecanismos para los efectos terapéuticos sostenidos del suministro génico de AAV-
S16EPLB en el sistema de modelo del hamster CM, se refiere a un efecto sobre el enlentecimiento de la tasa de muerte
de las células miociticas, que subyace a la progresion de la insuficiencia cardiaca en este modelo. El anélisis histolé-
gico a las 5 semanas después de la transferencia génica reveld que la fibrosis instersticial cardiaca, que es progresiva
en la cardiomiopatia humana, fue regulada por disminucién para un extenso periodo de tiempo mediante el suministro
génico AAV-S16EPLB, y que el grado de lesion celular, evaluado por la estabilidad del complejo de la distrofina,
disminuy6 significativamente en los animales tratados con el rAAV/S16EPLB (Figura 3).
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacién de un vector virico que contiene un polinucleétido que codifica el mutante SI6E PLB dominante
negativo de fosfolanban (PLB), que presenta una mutacién de serina a dcido glutdmico en el aminoécido 16, cuando
se compara con la molécula de tipo salvaje, en la preparaciéon de un medicamento destinado al tratamiento de las
enfermedades cardiacas.

2. Utilizacién segun la reivindicacion 1, en la que el vector virico comprende asimismo un promotor apto para su
utilizacién en el musculo cardiaco.

3. Utilizacién segiin la reivindicacién 1, en la que el vector virico es un vector virico adeno-asociado (AAV).
4. Utilizacién segun la reivindicacién 1, que comprende asimismo la utilizacién de un gen que codifica un gen

CA2+ATPasa del reticulo sarcopldsmico (SERCA-2), para la preparaciéon de un medicamento que combine dicho
vector codificante de SERCA-2 con el vector virico que codifica el mutante S16E PLB.
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Figura 2
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Figura 3
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