ES 2953 301 Al

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@Numero de publicacion: 2 953 301

@ Numero de solicitud: 202330798

GDint. Cl.;

CO7K 7/06
CO7K 14/47
AB1K 38/08
AB1P 9/06
C12N 15/09

(2006.01)
(2006.01)
(2009.01)
(2006.01)
(2006.01)

@ SOLICITUD DE PATENTE Al

@ Fecha de presentacion:
25.09.2023

Fecha de publicacion de la solicitud:
10.11.2023

@ Solicitantes:

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
(100.0%)

Avenida de Séneca, 2

28040 Madrid (Madrid) ES

@ Inventor/es:

DELPON MOSQUERA, Eva;
CABALLERO COLLADO, Ricardo;
CRESPO GARCIA, Teresa;
CAMARA CHECA, Anabel;
RAPUN JIMENEZ, Josu y
TAMARGO MENENDEZ, Juan

Titulo: Péptido para el tratamiento de enfermedades cardiacas

@Resumen:

Péptido para el tratamiento de enfermedades
cardiacas.

La presente invencion se refiere a un péptido de 11
aminoacidos para su uso como medicamento en
enfermedades cardiacas, especialmente, arritmias
ventriculares en pacientes con hipertrofia cardiaca,
insuficiencia cardiaca (IC) y/o sindromes hereditarios
por pérdida de funcién en los canales Nav1.5 o Kir2.1.
El péptido de 11 amino&cidos incluye una sefial de
localizacion nuclear, activa la transcripcion de KCNJ2,
previene la disminuciéon de la densidad de la Iy, e
lx;, producida por IC y aumenta
significativamente la densidad de la Iy, e lkz en
casos de IC.

La invencion incluye las moléculas de ADNc que
codifican el péptido de 11 aminoéacidos, los vectores
y/o las células que las contienen.

También se refiere a composiciones farmacéuticas
qgue incluyen el péptido, las moléculas de ADNc, los
vectores y/o las células que los contienen para su uso
en la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades
cardiacas.
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DESCRIPCION

Péptido para el tratamiento de enfermedades cardiacas

SECTOR DE LA TECNICA

La presente invencion se encuadra en el sector de la biotecnologia con aplicacion en
el sector farmacéutico. Mas concretamente, se refiere a un péptido con propiedades

moduladoras de las corrientes idnicas en los cardiomiocitos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La insuficiencia cardiaca (IC) es un sindrome muy prevalente caracterizado por una
alta morbilidad y mortalidad (alrededor del 50% en los 5 primeros afios). Las arritmias
ventriculares son alteraciones del ritmo cardiaco que pueden desencadenar fibrilacion
ventricular y muerte subita (MSC). La MSC de origen arritmico es responsable de hasta
el 50% de las muertes en pacientes con IC. En los pacientes con IC y arritmias
ventriculares potencialmente mortales, la implantacion de un desfibrilador o
resincronizador ha demostrado disminuir la incidencia de la MSC por arritmias
ventriculares y fibrilacién ventricular. Sin embargo, son dispositivos muy costosos, que
causan importantes efectos adversos (riesgo de infecciones, descargas inapropiadas,
aumento de la mortalidad con el numero de choques, etc.) que limitan la calidad de

vida de los pacientes.

En los pacientes con IC se produce una modificacion de las propiedades eléctricas de
los cardiomiocitos que consiste en la disminucion de las corrientes tanto de Na como
de K con rectificacién interna (Ina € Ik1) como consecuencia del descenso en el nimero
de canales Nav1.5 y Kir2.1, que son los que generan dichas corrientes,
respectivamente. Estos cambios producidos por la IC se denominan “remodelado
eléctrico”. El remodelado eléctrico favorece la aparicion de arritmias ventriculares

potencialmente mortales.

Los farmacos antiarritmicos (FFAA) actualmente aprobados y disponibles en la
terapéutica producen efectos proarritmicos y éstos son tanto mas marcados cuanto

mayor es el riesgo arritmico del paciente. Asi, en los pacientes con IC, el remodelado

2



10

15

20

25

30

35

ES2953301 Al

eléctrico, anatomico e histolégico promueve la aparicion de arritmias, disminuye el

efecto de los FFAA y aumenta la sensibilidad a sus acciones proarritmicas.

Los FFAA del grupo | (hidroxiquinidina, procainamida, disopiramida, lidocaina,
propafenona, y flecainida) inhiben la Ina bloqueando los canales Nav1.5 y, como
consecuencia de ello, pueden dar lugar a efectos proarritmicos peligrosos. De hecho,
estan contraindicados en los pacientes con IC porque disminuyen mucho la
excitabilidad cardiaca en pacientes que ya la tienen comprometida como consecuencia
del remodelado eléctrico. Por ello, aumentan la mortalidad en pacientes con IC vy

arritmias.

Los FFAA del grupo Il (antagonistas de los receptores [-adrenérgicos o
betabloqueantes) antagonizan los efectos proarritmicos de la activacion del sistema
nervioso simpatico y, exceptuando en aquellos pacientes en los que estan
contraindicados (p. ej. asmaticos), se utilizan para el tratamiento de la IC. A pesar de
que se consideran parte del tratamiento éptimo de la IC segun las guias terapéuticas,
la mortalidad de los pacientes con IC (>50% en los 5 primeros afios tras diagnéstico)

por causa arritmica (>50% de la mortalidad total) sigue siendo muy alta.

Los FFAA del grupo lll (amiodarona, dronedarona, sotalol) prolongan la repolarizacién
ventricular. La dronedarona esta contraindicada en pacientes con IC y el sotalol no se
utiliza (a no ser que el paciente porte un desfibrilador) porque prolonga excesivamente
la repolarizacién (el intervalo QT del electrocardiograma) induciendo la aparicién de
arritmias ventriculares en pacientes que, como consecuencia del remodelado eléctrico,
ya tienen el QT muy prolongado. Sélo la amiodarona esta indicada, pero produce
numerosas y graves reacciones adversas que obligan a su retirada en el plazo maximo

de 2 afios y aumentan la mortalidad por causas no cardiacas.

Los FFAA del grupo IV (verapamilo y diltiazem) bloquean los canales de calcio y estan

contraindicados en los pacientes con IC porque deprimen la contractilidad.

Los FFAA de los grupos |, lll y IV actuan inhibiendo las corrientes i6nicas cardiacas
por bloquear los canales que las generan. En diversas patologias cardiacas seria
necesario poder aumentar la Ina y/0 la Ik1 de los cardiomiocitos humanos. Esta

necesidad es especialmente perentoria en los pacientes con IC, pero no se limita a
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ellos. La disminucion de la Ina deprime la excitabilidad del miocardio haciendo que la
conduccioén del impulso eléctrico cardiaco sea mas lenta, lo que favorece la aparicion
de arritmias. La disminucion de la Iks, ademas de disminuir la excitabilidad, prolonga la
repolarizacion cardiaca, lo que prolonga el intervalo QT del electrocardiograma, siendo

un factor adicional que promueve también la aparicion de arritmias.

Sin embargo, en el momento actual, no se dispone de herramientas farmacoldgicas
especificas capaces de aumentar ni la Ik ni la Ina. Desde el punto de vista del
tratamiento farmacologico de las arritmias ventriculares potencialmente mortales, los

pacientes con IC son huérfanos terapéuticos.

Se ha descrito como dos compuestos utilizados en el tratamiento de la diabetes tipo 2
(dapagliflozina y empagliflozina) disminuyen la morbi- mortalidad de los pacientes con
IC y se sospecha que, ademas, pueden tener efecto antiarritmico (Braunwald E.
Gliflozins in the Management of Cardiovascular Disease. N Engl J Med.
2022;386:2024-2034). Por otra parte, se ha demostrado que la incubacion de
cardiomiocitos sanos humanos con esos compuestos, aumenta la corriente de Na* y
K* (Dago, M. et al. Empagliflozin and Dapagliflozin Increase Na+ and Inward Rectifier
K* Current Densities in Human Cardiomyocytes Derived from Induced Pluripotent Stem
Cells (hiPSC-CMs) Cells 2022;11:3707). Los autores proponen, que el aumento de la

Ina Y |2 Ikt podria contribuir al efecto cardioprotector.

EXPLICACION DE LA INVENCION

Péptido para el tratamiento de enfermedades cardiacas.

Dada la necesidad de buscar una nueva via terapéutica para tratar enfermedades
cardiacas como las arritmias ventriculares en pacientes con IC, entre otras, se decidio
profundizar en el estudio del canal de sodio cardiaco Nav1.5, codificado por el gen
SCNS5A. El analisis de la proteina nos ha permitido identificar una sefial de localizacién
nuclear (NLS) en el extremo N-terminal de Nav1.5 (niumero de referencia de la
secuencia de la proteina en NCBI: NP_000326.2). Dicha sefial esta localizada entre
los aminoéacidos 13 y 37 de Nav1.5 (SEQ ID NO: 1) y esta incluida en un péptido de
132 aminoacidos, descrito por Matamoros, M. et al. (Nav1.5 N-terminal domain binding

to al-syntrophin increases membrane density of human Kir2.1, Kir2.2 and Navl.5
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channels. Cardiovasc Res. 2016;110:279-290). Este péptido de 132 aminoacidos
contiene ademas un sitio de union a la a1-sintrofina y ejerce un efecto tipo chaperona
aumentando la densidad de los canales Nav1.5, Kir2.1 y Kir2.2 en la membrana

citoplasmatica.

Con el objetivo de modular la expresiéon de SCN5A y del gen que codifica Kir2.1
(KCNJ2), se ha disefiado un péptido que mantiene la NLS pero que es de menor
tamano para facilitar su acceso al nucleo de la célula. En concreto, es un péptido de
11 aminoacidos localizado entre las posiciones 15 y 25 (SEQ ID NO: 2), ambas
incluidas, de Nav1.5. Esta secuencia aminoacidica es RX1X2RESLAX3X4Xs, siendo X1=
F,YOW; Xo=T,5,CoM; Xs5=A, G, V,Lol; Xs&=1,G, AL VoLyXs=EoDy,
preferentemente, es SEQ ID NO: 3 (denominado internamente, y también en esta
memoria, DECA-11).

Al analizar el efecto de SEQ ID NO: 2, y mas concretamente de SEQ ID NO: 3, sobre
el promotor de SCN5A y la consecuente transcripcion del gen, no se ha podido
observar ningun efecto significativo. Sin embargo, el péptido de 11 aminoacidos es
capaz de activar la transcripcion de KCNJ2 ejerciendo un efecto protranscripcional
sobre el promotor minimo del gen KCNJ2 humano. Este resultado sorprendente nos
animé a analizar los efectos del péptido SEQ ID NO: 2, y mas concretamente de SEQ
ID NO: 3, sobre la Ina y la ki en un modelo de IC en ratén obteniendo resultados

positivos.

Otro aspecto de la invencion se refiere a SEQ ID NO: 2, preferentemente SEQ ID NO:
3, para su uso como medicamento, mas concretamente para su uso como
medicamento en enfermedades cardiacas, entre ellas: las arritmias ventriculares
asociadas a la hipertrofia cardiaca, la insuficiencia cardiaca y a los sindromes
hereditarios secundarios a mutaciones en los genes SCN5A o KCNJ2 que producen
la pérdida de funcion de los canales Nav1.5 o Kir2.1, como por ejemplo, el Sindrome
de Brugada, el Sindrome de disminucion progresiva de la conduccion (Progressive

cardiac conduction defect) o el Sindrome de Andersen-Tawil, entre otras.

Un tercer aspecto de la invencion se refiere a una molécula de ADN que codifica el
péptido de 11 aminoacidos, es decir, a las moléculas de ADNc que codifican los
péptidos de las variantes de la secuencia SEQ ID NO: 2 (SEQ ID NO: 5-19), y
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preferentemente a la molécula de ADNc que codifica DECA-11 (SEQ ID NO: 5).

Otro aspecto de la invencion se refiere a SEQ ID NO: 5-19, preferentemente SEQ ID
NO: 5, para su uso como medicamento, mas concretamente para su uso como
medicamento en enfermedades cardiacas, entre ellas: las arritmias ventriculares
asociadas a la hipertrofia cardiaca, la insuficiencia cardiaca y a los sindromes
hereditarios secundarios a mutaciones en los genes SCN5A o KCNJ2 que producen
la pérdida de funcion de los canales Nav1.5 o Kir2.1, como por ejemplo, el Sindrome
de Brugada, el Sindrome de disminucion progresiva de la conduccion (Progressive

cardiac conduction defect) o el Sindrome de Andersen-Tawil, entre otras.

La invencion también se refiere a vectores que incluyen cualquiera de estas moléculas
de ADNc (SEQ ID NO: 5-19) y a células eucariotas o procariotas que los contienen
esos vectores, o cualquiera de las secuencias de ADNc (SEQ ID NO: 5-19), o
cualquiera de las secuencias peptidicas de SEQ ID NO: 2, preferentemente SEQ ID
NO: 3.

Un aspecto mas de la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que
comprende un péptido de secuencia SEQ ID NO: 2, preferentemente SEQ ID NO: 3,y

un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Asimismo, la invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que
comprende cualquiera de las moléculas de ADNc definidas por SEQ ID NO: 5-19 y un

excipiente farmacéuticamente aceptable.

Otro aspecto de la invencion hace referencia a composiciones farmacéuticas que
incluyen vectores como los descritos mas arriba, es decir, que comprenden cualquiera
de estas moléculas de ADNc (SEQ ID NO: 5-19) y un excipiente farmacéuticamente
aceptable. También hace referencia composiciones farmacéuticas que incluyen
células eucariotas o procariotas que los contienen estos vectores, o cualquiera de las
secuencias de ADNc (SEQ ID NO: 5-19), o cualquiera de las secuencias peptidicas de
SEQ ID NO: 2, preferentemente SEQ ID NO: 3, y un excipiente farmacéuticamente

aceptable.

Otro aspecto de la invencién se refiere a cualquiera de las composiciones
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farmacéuticas descritas en esta memoria descriptiva para su uso en la prevencion y/o
el tratamiento de enfermedades cardiacas, entre ellas: las arritmias ventriculares
asociadas a la hipertrofia cardiaca, la insuficiencia cardiaca y a los sindromes
hereditarios secundarios a mutaciones en los genes SCN5A o KCNJ2 que producen
la pérdida de funcion de los canales Nav1.5 o Kir2.1, como por ejemplo, el Sindrome
de Brugada, el Sindrome de disminucion progresiva de la conduccion (Progressive

cardiac conduction defect) o el Sindrome de Andersen-Tawil, entre otras.

10

Tabla de secuencias

SEQ ID NO:

1

FRRFTRESLAAIEKRMAEKQARGST

SEQ ID NO:

RXXRESLAXXX que se corresponde con
RX1X2RESLAX3X4Xs en esta memoria descriptiva

SEQ ID NO:

RFTRESLAAIE

SEQ ID NO:

EKRMAEKQARGSTTL

SEQ ID NO:

AGGTTCACACGGGAGTCCCTGGCAGCCATCGAG

SEQ ID NO:

AGGTATACACGGGAGTCCCTGGCAGCCATCGAG

SEQ ID NO:

AGGTGGACACGGGAGTCCCTGGCAGCCATCGAG

SEQ ID NO:

AGGTTCTCTCGGGAGTCCCTGGCAGCCATCGAG

SEQ ID NO:

AGGTTCTGTCGGGAGTCCCTGGCAGCCATCGAG

SEQ ID NO:

AGGTTCATGCGGGAGTCCCTGGCAGCCATCGAG

SEQ ID NO:

AGGTTCACACGGGAGTCCCTGGCAGGTATCGAG

SEQ ID NO:

AGGTTCACACGGGAGTCCCTGGCAGTTATCGAG

SEQ ID NO:

AGGTTCACACGGGAGTCCCTGGCATTAATCGAG

SEQ ID NO:

AGGTTCACACGGGAGTCCCTGGCAATTATCGAG

SEQ ID NO:

AGGTTCACACGGGAGTCCCTGGCAGCCGGTGAG

SEQ ID NO:

AGGTTCACACGGGAGTCCCTGGCAGCCGCTGAG

SEQ ID NO:

AGGTTCACACGGGAGTCCCTGGCAGCCGTTGAG

SEQ ID NO:

AGGTTCACACGGGAGTCCCTGGCAGCCTTAGAG

SEQ ID NO:

AGGTTCACACGGGAGTCCCTGGCAGCCATCGAT

SEQ ID NO:

GAGAAGCGCATGGCAGAGAAGCAAGCCCGCGGCTCAACCAC

CTTG

SEQ ID NO:

ADNc que codifica los canales Nav1.5 humanos (ver listado de

secuencias)
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SEQ ID NO: 22 | ADNc que codifica los canales Kir2.1 humanos (ver listado de

secuencias)

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Para complementar la descripcion que se esta realizando y con objeto de ayudar a una
mejor comprensiéon de las caracteristicas de la invencidén, se acompafia como parte
integrante de dicha descripcion un juego de figuras en donde, con caracter ilustrativo

y no limitativo, se ha representado lo siguiente:

Figura 1. Densidad de la corriente generada por los canales Nav1.5 humanos en
funcion del potencial de membrana del pulso test en presencia o ausencia de dos
péptidos de diferente tamafo que forman parte del extremo N-terminal del canal
Nav1.5. En cada panel se nombra el péptido estudiado describiendo la posicién del

primer y ultimo aminoacido de la secuencia del canal Nav1.5 humano.

Figura 2. Densidad de la corriente generada por los canales Kir2.1 humanos en
funcion del potencial de membrana del pulso test en presencia o ausencia del péptido
15-25 que es DECA-11 (SEQ ID NO: 3).

Figura 3. Relaciones densidad de la Ina (Fig. 3A) e Ik1 (Fig. 3B) en funcién del potencial
de membrana del pulso aplicado registradas en cardiomiocitos humanos derivados de

células madre pluripotentes inducidas.

Figura 4. Trazos de Ina sostenida o “late” (InaL) registrados en cardiomiocitos humanos
derivados de células madre pluripotentes inducidas en presencia (Fig. 4B) o ausencia
(control) de DECA-11 (Fig. 4A). Se considero Ina la corriente sostenida sensible a
tetrodotoxina TTX (10 uM) y se cuantific6 como porcentaje del pico de corriente (Fig.
4C).

Figura 5. Ensayos de luciferasa para analizar el efecto de DECA-11 (SEQ ID NO: 3)
sobre la transcripcion de SCN5A (Fig. 5A) y KCNJ2 (Fig. 5B). La luminiscencia relativa

se expresa en unidades arbitrarias (AU).

Figura 6. Esquema del protocolo seguido para la generacion del modelo murino con
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ICfeR. El tiempo se expresa en semanas (S). Se indican las semanas en la cuales se
realizaron los ecocardiogramas basales (ECO1) y finales (ECO2) antes del traslado a
nuestro laboratorio. Los animales a los que se les practico la cirugia sin la ligadura de

la aorta se denominan Sham y a los que se les ligo la aorta, TAC.

Figura 7. Capacitancia (pF) de los cardiomiocitos disociados de ratones Sham y TAC
tratados con Aav-dt-T (control) o Aav-DECA-11 (Aav-SEQ ID NO: 5).

Figura 8. Relaciones densidad de la Ina-voltaje obtenidas en cardiomiocitos disociados
de ratones Sham tratados o no con DECA-11 (A) y ratones TAC tratados o no con
DECA-11 (B); resumen de resultados (C). En el panel C, C significa Control y D11,
DECA-11.

Figura 9. Relaciones densidad de la Iks-voltaje obtenidas en cardiomiocitos disociados
de ratones Sham tratados o no con DECA-11 (A) y ratones TAC tratados o no con
DECA-11 (B); resumen de resultados (C). En el panel C, C significa Control y D11
DECA-11

REALIZACION PREFERENTE DE LA INVENCION

La presente invencién se ilustra mediante los siguientes ejemplos, que no pretenden

ser limitativos de su alcance.

Ejemplo 1. Diseno de péptidos

Entre otras herramientas, en el analisis de Nav1.5 (NCBI: NP_000326.2), se utilizé un
algoritmo de prediccion de sitios de localizacion nuclear (Nguyen Ba AN, et
al. NLStradamus: a simple Hidden Markov Model for nuclear localization signal
prediction. BMC Bioinformatics. 2009;10:202) con el que se identificod una NLS (SEQ
ID NO: 1) entre los aminoacidos 13 y 37, ambos incluidos, de Nav1.5. Si bien el tamafio
de la NLS no es excesivo, se disefaron péptidos de menor tamafo buscando
identificar un fragmento minimo capaz de acceder al nucleo de las células y de
aumentar la Ina ¥ 12 k1. Entre ellos se seleccionaron un péptido de 11 aminoacidos
(SEQ ID NO: 3) y otro de 15 aminoacidos (SEQ ID NO: 4), que se generaron en el
laboratorio. El péptido de 11 aminoacidos se selecciond con vistas a dejar en el

extremo N terminal un residuo Arginina (R) para en caso necesario facilitar la ciclaciéon
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del péptido para aumentar su estabilidad biologica.

Ejemplo 2. Anadlisis de densidad de corriente generada
Ademas de su capacidad para entrar en el nucleo de las células, buscabamos péptidos
capaces de aumentar la densidad de corriente generada por los canales Nav1.5 y

Kir2.1 humanos, por lo que analizamos ambos aspectos.

Ejemplo 2.1. Densidad de corriente generada por los canales Nav1.5 humanos

Para analizar el efecto de los péptidos disefiados en el ejemplo 1 sobre la Ina y 1a Iki,
el ADNc que codifica SEQ ID NO: 3 o bien SEQ ID NO: 4, descritos en SEQ ID NO: 5
y 20, respectivamente, se clonaron en un vector pcDNA3.1"® (Invitrogen) para la
transfeccién de células de ovario de hamster chino (CHO) que eran a su vez
transfectadas con el ADNc que codifica los canales Nav1.5 humanos (SEQ ID NO: 21).
Las células CHO fueron ademas cotransfectadas con el vector EBO-pcD leu 2 (0.5 ug),
que codifica la expresion del antigeno de superficie CD8. La posterior adicion de
anticuerpo anti-CD8, unido a microesferas Dynabeads M450®, permitié identificar las
células que habian sido transfectadas. Transcurridas 48 h, una alicuota de la
suspension de células transfectadas se colocaba en la camara montada sobre la
platina de un microscopio invertido (TMS, Nikon) y se perfundia a la velocidad de 1
ml/min con solucion externa (en mM): NaCl 50, CsCl 80, CaCl2 1, MgCl2 1.5,
HEPES 5y glucosa 5 (pH 7.35 con CsOH). Las micropipetas se obtuvieron a partir
de capilares de borosilicato (mod. GD-1, Narishige) utilizando un estirador horizontal
programable (Sutter mod. P-2000) y puliéndose su boca mediante calor en una
microforja (mod. MF-83, Narishige). Las micropipetas (resistencia de punta de <1.5
MQ) se llenaron con una solucion interna que contenia (mM): NaF 10, CsF 110, CsCl
20, HEPES 10 y EGTA 10 (pH 7.35 con CsOH). Las micropipetas se acercaron
utilizando un micromanipulador Narishige MO-103 a la membrana de la célula y tras
aplicar una pequena succion, la porcion de membrana incluida en la luz de la pipeta
se invaginaba, formandose un sello de alta resistencia [del orden de GQ, configuraciéon
de “célula unida” (cell attached)]. Tras la formacion del sello, la membrana del parche
se rompia mediante una pequefia succidn adicional, lo que permitia el registro de la
corriente mediante la configuracion de “célula entera” de la técnica del “parche de
membrana” (whole-cell patch-clamp). Las corrientes se registraron a 20-22°C
mediante un amplificador Axopatch 200B, se filtraban a la mitad de la frecuencia de

muestreo y se almacenaban en un ordenador para su posterior analisis. La adquisicién
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de los datos, el analisis de los mismos y los protocolos de pulsos fueron controlados
mediante el programa pCLAMP. Los artefactos de corriente capacitiva generados tras
la aplicacién de pulsos desde 0 mV a +10 mV se registraron a 50 kHz (filtrados a 10
kHz) para calcular la capacitancia de la célula, la resistencia de acceso y la impedancia
de entrada. La frecuencia de muestreo fue de 50 kHz y los datos, filtrados a una
frecuencia de 25 kHz, se almacenaban en discos duros para su posterior analisis
utilizando la aplicacion CLAMPFIT del programa pCLAMP. La Ina se registré aplicando
pulsos de 50 ms desde un potencial de fijacién de -120 mV a potenciales entre -80 y
+50 mV en incrementos de 5 mV. La amplitud del pico de la Ina Se normalizé a la
capacitancia de cada célula calculando asi la densidad de la Ina (PA/pF). Las curvas
densidad de la Ina —voltaje se obtuvieron al representar la densidad de la Ina en funcion

del potencial de membrana del pulso aplicado.

En la Figura 1, se representan las curvas densidad de la Ina —voltaje en células que
expresaban los canales Nav1.5 (simbolos negros) y en células que expresaban los
canales Nav1.5 junto con el ADNc que codifica el fragmento que contiene los
aminoacidos 15-25 descritos en SEQ ID NO: 3 (SEQ ID NO: 5) o el que codifica los
aminodacidos 25-39, descritos en SEQ ID NO: 4, (SEQ ID NO: 20) (simbolos blancos).
Como se puede observar, el fragmento que contiene los aminoacidos 15-25 (SEQ ID
NO: 3) era capaz de aumentar significativamente la densidad de la Ina @ diversos
potenciales de membrana. Por el contrario, el fragmento que contiene los aminoacidos
25-39 (SEQ ID NO: 4) no lo hacia. Cada punto representa la mediatEEM de “n”
experimentos obtenidos de al menos 3 placas de células CHO diferentes. ANOVA de
una via seguida de Tukey test. * P<0.05 vs. células transfectadas solo con canales
Nav1.5.

Ejemplo 2.2. Densidad de corriente generada por los canales Kir2.1 humanos.
Vistos los resultados del ejemplo 2.1, en este ejemplo se analizé Unicamente el péptido
descrito en SEQ ID NO: 3 utilizando su ADNc (SEQ ID NO: 5).

Para ello, se transfectaron células CHO con el ADNc que codifica los canales cardiacos
humanos (Kir2.1) que generan la Ix1 (Origene, USA) (SEQ ID NO: 22) cotransfectando
las células, o no, con el ADNc descrito en SEQ ID NO: 5. En estos experimentos la
solucidn externa que banaba a las células y la interna que rellenaba las micropipetas
tenian la siguiente composicion (mM): NaCl 136, KCI 4, CaCl, 1.8, MgCl; 1, HEPES
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10 y glucosa 10 (pH=7.4 con NaOH) y K-aspartato 80, KCI 50, KH2PO. 10, MgATP 3,
HEPES 10, EGTA 5 (pH=7.25 con KOH), respectivamente. La frecuencia de muestreo
fue de 4 kHz y los datos, filtrados a una frecuencia de 2 kHz, se almacenaban en discos
duros para su posterior analisis utilizando la aplicacién CLAMPFIT del programa pCLAMP.
La corriente (lkir2.1) se registrd aplicando pulsos de 250 ms desde -120 hasta +20 mV
partiendo de un potencial de fijacién de -60 mV. La densidad de la misma se obtuvo al
normalizar la amplitud de la Iki2.1 al final del pulso por la capacitancia de cada célula
(pA/pF). En la Figura 2 se muestra la densidad de Iki2.1 en funcion del potencial de
membrana (mV) del pulso aplicado en células transfectadas con el ADNc que codifica
los canales Kir2.1 y cotransfectadas o no con el ADNc que codifica el péptido SEQ ID
NO: 3. Como en el ejemplo 2.1, cada punto representa la mediatEEM de “n”
experimentos obtenidos de al menos 3 placas de células CHO diferentes. ANOVA de
una via seguida de Tukey test. * P<0.05 vs. células transfectadas solo con canales
Kir2.1. De nuevo SEQ ID NO: 3 fue capaz de aumentar significativamente la densidad

de la Ikir2.1.

Ejemplo 2.3. Densidad de corriente generada en cardiomiocitos humanos

Infectamos cardiomiocitos humanos derivados de células madre pluripotentes
inducidas (hiPSC-CM) con el virus adenoasociado serotipo 9 Ad-td-Tomato (control) o
con un virus adenoasociado serotipo 9 que contenia el ADNc del péptido 15-25 (SEQ
ID NO: 5) y el de td-Tomato (Aav-DECA-11; Aav-SEQ ID NO: 5). Se utilizaron hiPSC-
CM comerciales (iCell Cardiomyocytes®) que fueron descongeladas y mantenidas en
cultivo durante 10 dias siguiendo los protocolos descritos por el fabricante (Cellular
Dynamics, EEUU). La infeccién con el Ad-td-Tomato (proteina roja fluorescente) o Ad-
DECA-11 se realiz6 48 h antes de proceder con los registros de las corrientes mediante
la técnica de patch-clamp en la configuracién de célula entera (whole-cell). La solucién
externa que bafaba a los cardiomiocitos y la interna que rellenaba las micropipetas
tenian la siguiente composicion cuando se registraba la Ina (mM): NaCl 20, MgCl; 1.5,
CaClz 1, CsCl 115, HEPES 5, glucosa 10 y nifedipino (1 uM) (pH= 7.35 con CsOH) y
NaF 10, CsF 110, EGTA 10, CsCl 20 y HEPES 10 (pH=7.35 con CsOH),
respectivamente. Para registrar la Ik, la composicion de la solucién externa era (mM):
NaCl 148, MgCl, 1, CaCl, 1.8, KCI 5.4, NaH.PO4 0.4, HEPES 15, glucosa 11 y
nifedipino (5 uM) (pH= 7.35 con NaOH) y la de la interna (mM): KCI 148, MgCl; 1,
EGTA 5, Creatina 2, Mg-ATP 5, fosfocreatina 5, HEPES 5 (pH=7.2 con KOH). En la

Figura 3, se comprueba que la infeccidn con el virus que codifica DECA-11 es capaz
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de aumentar significativamente la densidad de la Ina y la lki registradas en
cardiomiocitos humanos derivados de iPSC. En esta figura, cada punto representa la
mediazEEM de “n” experimentos/ cardiomiocitos obtenidos de al menos 3 placas de
cultivo diferentes. * P<0.05 frente a cardiomiocitos infectados con Ad-td-Tomato.

ANOVA de una via seguida de Tukey test.

En pacientes con IC aumenta el componente sostenido de la Ina denominado Ina.. Este
aumento produce un incremento de las concentraciones intracelulares de Na* lo que,
a su vez, altera el manejo del Ca?* intracelular y prolonga la duracién de los potenciales
de accién provocando efectos proarritmicos. Por ello, quisimos ver si DECA-11
modificaba la Ina.. Para ello, en cardiomiocitos humanos derivados de iPSC se
aplicaron pulsos de 500 ms de duracién desde -120 hasta -45 mV y se registro la Ina y
la InaL uUtilizando las soluciones “externa” e “interna” que se acaban de describir. La InaL
se describe como el componente de la corriente sostenida que es sensible a
tetrodotoxina (TTX) (10 uM) y para cuantificarla se midié como porcentaje del pico de

corriente (%). En la Figura 4 se muestra que DECA-11 no aumenta la Inat.

Todos los datos presentados hasta el momento demuestran que SEQ ID NO: 3 es
capaz de aumentar la densidad de la Ina ¥ |2 Ik1 en sistemas de expresion heterdlogos

y en cardiomiocitos humanos sin modificar la de la InaL.

Ejemplo 3. Efecto protranscripcional de DECA-11

Para estudiar el efecto protranscripcional, se sembraron células HEK-293 en placas
de 96 pocillos y se transfectaron con 300 ng de vectores pLightSwitch-Prom luciferase
que codificaban el promotor minimo humano (=1000 pares de bases) de los genes
SCN5A o KCNJ2 (Active Motif) y se cotransfectaban o no con el vector que contenia
el ADNc del péptido 15-25 (SEQ ID NO: 5). 48 h tras la transfeccion, se realizaron los
ensayos de luciferasa utilizando el reactivo LightSwitch Luciferase Assay, también de
Active Motif, y un luminémetro Berthold. Todos los ensayos se realizaron por triplicado
y cada punto representa la media de cada ftriplicado técnico. Se comprobé que el
péptido descrito en SEQ ID NO: 3 no ejerce un efecto significativo sobre el promotor
minimo del gen SCN5A humano (Figura 5), sin embargo, si ejerce un efecto
protranscripcional sobre el promotor minimo del gen KCNJ2 humano, lo que implica

gue aumenta la expresién de los canales Kir2.1.
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Ejemplo 4. Ensayos en modelo murino de IC

Se utilizé un modelo murino de IC con fraccion de eyeccion reducida (ICfeR) para
analizar el efecto de SEQ ID NO: 3 sobre la disminucién de la Ina Y la Ik1 producida por
el remodelado eléctrico asociado a la IC. Se trata de ratones a los que se les provoca
una coartacion aortica transversa mediante ligadura (Transverse aortic constriction,
TAC); la sobrecarga de presion provoca la aparicién de hipertrofia cardiaca e IC. Los
ratones fueron generados en el Centro de Investigacion Médica de la Universidad de

Navarra (CIMA), bajo la direccion de la Dra. Aranzazu Gonzalez Miqueo.

Se utilizaron ratones de 8 semanas de edad a los que se administraron 3.5x10°
particulas de virus adenoasociados tipo 9 que codificaban o bien el reportero
fluorescente td-Tomato (Aav-dt-T) sélo, o bien, el reportero y el péptido DECA-11. A
las 12 semanas de edad se realizd un control ecocardiografico (basal) y en la semana
13 se les practico una cirugia en la que se les ligaba la aorta (animales TAC) o no
(animales Sham). En la parte superior de la Figura 6 se muestra cada uno de los
procedimientos a los que fueron sometidos los animales en funcién de su edad (en
semanas); en la parte inferior se muestran los cuatro grupos de animales sometidos a

cirugia con ligadura (TAC) o no (Sham).

En la semana 19 de vida se les practicé un nuevo control ecocardiografico (ECO) que
demostraba que los animales TAC presentaban ICfeR, tal y como se esperaba. Esa
misma semana se enviaron al animalario de la UCM. A continuacion, los ratones fueron
heparinizados y anestesiados y luego sacrificados por dislocacién cervical, a razén de
uno por dia, practicandose una toracotomia para extraer el corazén que fue montado
a través de la aorta en una canula conectada a un aparato de Langerdorff para la
disociacién enzimatica de los miocitos cardiacos. Tras la extraccion del corazén, éste
se canulaba a través de la aorta y se colocaba en un aparato de Langerdorff. En primer
lugar, se perfundian los corazones con una solucion de Tyrode modificada
(composicién en mM: NaCl 136, KCI 4, MgCl, 2, CaCl» 1.8, HEPES 10, glucosa 10, Ac.
piravico 3 y tiamina 0.1, pH=7.4 con NaOH) burbujeada con oxigeno y a 37° C durante
3-5 minutos. Posteriormente, se perfundian otros 8 minutos con la misma solucion que
no contenia CaCl,. Transcurridos 1 o 2 minutos, el corazén deja de latir. A
continuacion, se perfundian con la solucién de Tyrode sin CaCl, suplementada con
120 u/mL de colagenasa tipo Il de Worthington y 0.5 u/mL de proteasa XIV de Sigma.

Por ultimo, los corazones eran perfundidos con una solucién denominada KB de la
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siguiente composicion (mM): KCI 25, KH.PO4 10 MgCI2 2, EGTA-K 0.5, HEPES-K 5,
ac. glutamico 100, ac. aspartico 10, taurina 20, creatina 5 y glucosa 10 (pH=7.2 con
KOH). Transcurrido todo este proceso, se descolgaba el corazén de la canula y se
agitaba en aliquotas de soluciéon KB donde se iban disgregando los miocitos que se
almacenaban en la nevera durante al menos una hora antes de comenzar los registros

electrofisiologicos.

En la Figura 7 se muestra la capacitancia (pF) de los miocitos cardiacos disociados de
los cuatro grupos de ratones (12 en total). La capacitancia es una medida indirecta y
fiable del tamafo de las células. Como se puede observar, no habia diferencias
significativas en la capacitancia de los miocitos de los animales Sham, hubieran sido
éstos infectados con Ad-td-Tomato (control) o con Aav-DECA-11. Por el contrario, la
capacitancia de los cardiomiocitos de los animales sometidos al procedimiento TAC
resultd significativamente mayor (P<0.05) que la de los animales Sham control y
DECA-11. Este resultado concuerda con lo esperado, puesto que los animales TAC
presentan hipertrofia cardiaca y, por tanto, el tamafio de sus cardiomiocitos es mayor

qgue el de los de corazones normales.

La capacitancia de los miocitos de los animales TAC tratados con DECA-11 resulté ser
significativamente menor que la de los animales TAC no tratados lo que indica que la
administracion de DECA-11 previene la aparicion de hipertrofia de los cardiomiocitos

asociada a la ICfeR.

Para registrar la Ina €n cardiomiocitos de ratdn, la composicion de la solucién externa
fue (mM): NaCl 4, MgCl, 1, CaCl, 1, CdCl, 0.1, CsCl 133.5, HEPES 20 y glucosa 11
(pH=7.35 con CsOH) y la que rellenaba la micropipeta de registro (mM): NaF 10, CsF
110, CsCl 20, HEPES 10 y EGTA 10 (pH 7.35 con CsOH). El resto de protocolos y
condiciones eran iguales a los utilizados para el registro de la Ina en cardiomiocitos
humanos derivados de iPSC (segun el Ejemplo 2.3). Como se muestra en la Figura 9,
en animales con ICfeR, y como consecuencia del remodelado eléctrico, la densidad
de la Ina registrada en cardiomiocitos de ratones TAC control fue significativamente
menor a la de los ratones Sham control. El pretratamiento con DECA-11 aumenté la
densidad de la Ina de los cardiomiocitos de los animales Sham y, mas importante,
aumento6 de forma significativa y marcada la densidad de la Ina de los cardiomiocitos

TAC. Este resultado demuestra que la administracién de DECA-11 previene la

15



10

15

ES2953301 Al

disminucion de la densidad de la Ina producida por la ICfeR en un modelo murino.

Como ya se ha indicado, en los cardiomiocitos de ratones de los cuatro grupos también
se registro la Ikq. Para ello, la composicién de la solucion externa era (mM): NaCl 140,
MgCl, 1, CaCl; 1, KCI 4, HEPES 10, 4-aminopiridina 2, nifedipino (1 uM), atropina (0.1
uM), glibenclamida (10 uM) y glucosa 10, (pH= 7.35 con NaOH) y la de la interna (mM):
K-aspartato 80, KCI 50, KH,PO4 10, MgATP 3, HEPES 10, EGTA 5 (pH=7.25 con
KOH). Como consecuencia del remodelado eléctrico asociado a la ICfeR producida
por la constriccion transversal de la aorta, la densidad de la Ik1 fue significativamente
menor en los cardiomiocitos de los animales TAC control que en la de los Sham control
(Figuras 9A y 9B). Tanto en animales Sham como en animales TAC la administracion
de DECA-11 aumenta significativamente la Ik1. De hecho, la densidad de la Ik1 en los
animales TAC pretratados con DECA-11 no es diferente de la que se registra en
animales Sham. Estos resultados demuestran que la administracion de DECA-11
previene la disminucion de la densidad de la Ik1 producida por la ICfeR en un modelo

murino.
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REIVINDICACIONES

1. Péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

2. Péptido segun la reivindicacion 1 que consiste en la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 3.

3. Péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2 para su uso como

medicamento.

4. Péptido segun la reivindicacion 3 para su uso como medicamento en enfermedades

cardiacas.

5. Péptido segun la reivindicacion 4 donde las enfermedades cardiacas pertenecen al
grupo formado por: arritmias ventriculares asociadas a la hipertrofia cardiaca,
insuficiencia cardiaca y/o a los sindromes hereditarios secundarios a mutaciones en
los genes SCN5A o0 KCNJ2 que producen la pérdida de funcion de los canales Nav1.5
o Kir2.1.

6. Péptido segun la reivindicacion 5 donde los sindromes hereditarios pertenecen al
grupo formado por: el Sindrome de Brugada, el Sindrome de disminucion progresiva
de la conduccion (Progressive cardiac conduction defect) y el Sindrome de Andersen-
Tawil.

7. Molécula de ADNc que codifica un péptido definido en las reivindicaciones 1-2.

8. Molécula de ADNc segun la reivindicacion 7 que se selecciona de entre las

secuencias descritas en SEQ ID NO: 5-19.

9. Molécula de ADNc que consiste en SEQ ID NO: 5.

10. Molécula de ADNc segun cualquiera de las reivindicaciones 7-9 para su uso como

medicamento.

11. Molécula de ADNc segun la reivindicacién 10 para su uso como medicamento en
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enfermedades cardiacas.

12. Molécula de ADNc segun la reivindicacion 11 donde las enfermedades cardiacas
pertenecen al grupo formado por: arritmias ventriculares asociadas a la hipertrofia
cardiaca, insuficiencia cardiaca y/o a los sindromes hereditarios secundarios a
mutaciones en los genes SCN5A o KCNJ2 que producen la pérdida de funcion de los

canales Nav1.5 o Kir2.1.

13. Molécula de ADNc segun la reivindicacién 12 donde los sindromes hereditarios
pertenecen al grupo formado por: el Sindrome de Brugada, el Sindrome de
disminucion progresiva de la conduccion (Progressive cardiac conduction defect) y el

Sindrome de Andersen-Tawil.

14. Vector que incluye una molécula de ADNc definida en cualquiera de las

reivindicaciones 7-9.

15. Célula eucariota o procariota que contiene cualquiera de los péptidos, moléculas

de ADNCc o vectores definidos en las reivindicaciones 1, 2, 7-9, 14.

16. Composicion farmacéutica que comprende el péptido de cualquiera de las

reivindicaciones 1-2 y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

17. Composicion farmacéutica que comprende la molécula de cualquiera de las

reivindicaciones 7-9 y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

18. Composiciéon farmacéutica que comprende el vector, y/o la célula de cualquiera de

las reivindicaciones 14-15 y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

19. Composicién farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 16-18 para su

uso en la prevencién y/o el tratamiento de enfermedades cardiacas.

20. Composicién farmacéutica segun la reivindicacion 19 donde las enfermedades
cardiacas pertenecen al grupo formado por: arritmias ventriculares asociadas a la
hipertrofia cardiaca, insuficiencia cardiaca y/o a los sindromes hereditarios

secundarios a mutaciones en los genes SCN5A o0 KCNJ2 que producen la pérdida de

18



ES2953301 Al

funcion de los canales Nav1.5 o Kir2.1.

21. Composicién farmacéutica segun la reivindicaciéon 20 donde los sindromes
hereditarios pertenecen al grupo formado por: el Sindrome de Brugada, el Sindrome
de disminucion progresiva de la conduccion (Progressive cardiac conduction defect) y

el Sindrome de Andersen-Tawil.
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Fig. 4
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Fig. 7

P<0.001 P<0.05

O

2

O

, :
| Control DECA-11

IC+o ntrol DECA-11

Sham

25

TAC




ES2953301 Al

Fig. 8
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Fig. 9
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