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EL LRP1 COMO RECEPTOR CLAVE PARA LA TRANSFERENCIA DE
COLESTEROL ESTERIFICADO DESDE LAS LIPOPROTEINAS DE MUY BAJA
DENSIDAD (VLDL) AL MIOCARDIO ISQUEMICO.

La invencion tiene interés para el sector farmacéutico y quimico, se refiere a
nuevas moléculas con capacidad de modular la deposicidn masiva de colesterol
en el cardiomiocito por lo que dichas moléculas tienen aplicacién clinica ya que
tienen efectos terapéuticos al minimizar las alteraciones cardiacas del infarto
agudo de miocardio o la angina de pecho inducidas por dislipemia u otras

situaciones clinicas que cursan con isquemia.
ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

Durante los procesos isquémicos asociados al infarto agudo de miocardio o la
angina de pecho se produce acumulacion lipidica en el miocardio. Este hecho se
ha observado no solamente en animales de experimentacion (Straeter-Knowlen
IM et al, Circulation 1996; Chabowski A et al, FEBS Lett 2006) sino también en
pacientes (Golfbarb JW et al, Radiology 2009). Ademas también hay evidencias
experimentales que demuestran que la dislipemia contribuye a la exacerbacién de
las alteraciones cardiacas inducidas por la isquemia en modelos animales (Osipov
RM et al, Circulation 2009; Kim E et al, J Neurosci 2008). Se ha demostrado
recientemente que dosis altas de VLDL alteran la regulacion del calcio (Ca®*) en
los cardiomiocitos y que estas alteraciones inducidas por VLDL se exacerban en
situacion de hipoxia, jugando un papel crucial la proteina del reticulo
sarcoplasmatico SERCA-2 (Castellano J et al, J Mol Cell Cardiol 2011).

La isquemia como base de la insuficiencia cardiaca se traduce en la patologia
conocida como cardiomiopatia isquémica. La cardiomiopatia isquémica es con
gran frecuencia resultado de la enfermedad coronaria que tiene como patologia
subyacente la aterosclerosis (Gersh BJ et al, revista 1997). La evolucion de la
placa aterosclerética produce un desequilibrio progresivo entre la demanda y el
aporte de oxigeno en el miocardio. El desenlace mas grave del proceso
aterosclerético, el infarto, se debe en un 80% de los casos a la ruptura de la placa
aterosclerética, la formacién del trombo y la oclusion total o parcial del vaso
(Burke AP et al, Med Clin North America 2007). La dislipemia es un factor de
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riesgo clave en la generacion de cardiomiopatias isquémicas principalmente por
su papel en el inicio y desarrollo de aterosclerosis. En situacion de dislipemia hay
un incremento en la entrada de lipoproteinas hacia la intima arterial donde estas
se modifican por oxidacién y agregacion mediante la interaccién con los
proteoglicanos que conforman la matriz extracelular (Sartipy P et al, Circ Res
2000; Hakala JK et al, ATVB 2001). La captacion de lipoproteinas modificadas por
células musculares lisas de pared vascular y macrofagos conduce a la formacién
de células espumosas en la pared vascular. Se ha identificado el receptor “low
density lipoprotein receptor-related protein” (LRP1) como receptor clave para la
captacién de LDL modificadas por agregacién y acumulacion intracelular de
colesterol en células musculares lisas de pared vascular y macréfagos asi como
para la transformacién en células espumosas (Llorente-Cortés V et al, ATVB
2000; Llorente-Cortés et al, ATVB 2002; Llorente-Cortes et al, J Lipid Res 2007,
Llorente-Cortes et al, Cardiovasc Res 2007). El LRP1 esta regulado a la alza en
lesiones ateroscleréticas avanzadas ricas en lipido (Luoma J et al, J Clin Invest
1994; Llorente-Cortés et al, Eur J Clin Invest 2004) y puede considerarse como un
biomarcador de enfermedad cardiovascular ya que existen estudios clinicos que
demuestran la relacidon entre las alteraciones en la expresion del LRP1 y la
enfermedad coronaria (Handschug K ef al, J Mol Med 1998, Schulz et al, Int J
Cardiol 2003). También se ha demostrado que factores de riesgo tan relevantes
para el desarrollo de aterosclerosis como hipercolesterolemia e hipertension
regulan a la alza la expresion de LRP1 en la pared vascular (Llorente-Cortés et al,
Circulation 2002; Sendra J et al, Cardiovas Res 2008). Posteriormente se ha
evidenciado que la captacién de LDL agregada por LRP1 regula la expresién y
activacion del factor tisular, principal activador de la coagulacién, y por tanto de
formacion del trombo mediante un mecanismo de dependiente de RhoA y
esfingomielina (Llorente-Cortés et al, Circulation 2004; Camino-Lépez S ef al,
Cardiovasc Res 2007; Camino-Lopez S et al, J Thromb Haemost 2009). Ademas
de en todos estos procesos, se ha descrito que el LRP1 participa en la regulacion
de la composicidn de la matriz extracelular (Strickland DK et al, Trends Endocrinol
Metab 2002), puede promover la internalizacion de receptores (Wu L et al, J Cell
Biochem 2005) y regular la actividad de diferentes proteinas de sefializacién

intracelular (Herz J et al, J Clin Invest 2001).
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En este momento se desconoce por completo el papel del LRP1 en el
cardiomiocito y las consecuencias de las alteraciones en su expresidén sobre el
metabolismo lipidico. Se sabe que la lipoproteina lipasa presente en la superficie
de los cardiomiocitos media la captacion de LDL. Sin embargo, la lipoproteina
lipasa utiliza un receptor no identificado hasta el momento para la captaciéon
selectiva de colesterol y no es el receptor clasico de LDL (Yagyu H et al, J Clin
Invest 2003; Yokoyama M et al, J Lipid Res 2007). También se ha demostrado
que el LRP1 media la captacion selectiva de colesterol por células vasculares
(Llorente-Cortés et al, ATVB 2006).

Los cardiomiocitos acumulan lipido en diferentes condiciones fisiopatolégicas y
una de ellas es en los procesos de isquemia aguda (Chabowski A et al, FEBS Lett
2006; Goldfarb JW et al, Radiology 2009) desconociéndose en gran medida
cuales son los mecanismos por los que esto sucede. Uno de los mecanismos que
participan en la acumulacién de triglicéridos (TG) en situacion de isquemia es el
incremento en la sintesis enddgena de TG por la hipoxia (Bostrém P et al, ATVB
2006). Sin embargo, los cardiomiocitos pueden captar lipidos de las lipoproteinas
ricas en TG tales como VLDL y quilomicrones. Se sabe que el CD36 y la
lipoproteina lipasa participan en la captacidon de los acidos grasos de las VLDL por
los cardiomiocitos (Bharadwaj KG et al, J Biol Chem 2010). Dado que el CD36
esta incrementado en situacién de hipoxia (Mwaikambo BR et al; J Biol Chem
2009), es plausible que los niveles incrementados de CD36 participen en los
acumulos de TG que se observan en el corazon isquémico. Aunque se sabe que
el corazon puede captar colesterol a partir de VLDL (Bharadwaj KG et al, J Biol
Chem 2010) y quilomicrones (Fielding CJ et al, J Clin Invest 1978), se
desconocen por completo los mecanismos que participan en la entrada del

colesterol al corazoén.

La isquemia esta asociada a disfuncion electromecanica y a graves alteraciones
en la dinamica intracelular del calcio (Garcia-Dorado D et al, Cardiovasc Res
2006; Takukder MA et al, Cardiovas Res 2009), claves para la funcionalidad
cardiaca. Mas aun, se ha demostrado recientemente que los cardiomiocitos
expuestos a dosis altas de VLDL sufren acumulacion intracelular de lipidos,

disminucion de la expresion de SERCA-2, de la amplitud de calcio y del contenido
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de calcio del reticulo sarcoplasmatico. Estos efectos se vieron agravados por la
exposicién de los miocitos cultivados a un ambiente hipdxico. Los resultados
ponen de manifiesto el papel protagonista de SERCA-2 en la potenciacion por la
hipoxia de las alteraciones en el manejo del calcio inducidas por VLDL (Castellano
J et al, JMCC 2011). Recientemente también se ha descrito que el LRP1 esta
regulado al alza por la hipoxia en células musculares lisas de pared vascular
(Castellano J et al, ATVB 2011). Estos datos revelan la importancia de
comprender los mecanismos moleculares involucrados en la captacion de lipido
por el cardiomiocito en situacion de isquemia y la importancia de saber el papel

del LRP1 en este proceso.

Por tanto, actualmente existe la necesidad de desarrollar un método para modular
los receptores lipoproteicos como LRP1 para tratar y prevenir la acumulaciéon de
lipidos neutros como el colesterol esterificado (CE) en los cardiomiocitos durante
eventos isquémicos, lo que permitiria minimizar las alteraciones cardiacas del
infarto agudo de miocardio o la angina de pecho inducidas por dislipemia u otras

situaciones clinicas que cursan con isquemia.

DESCRIPCION BREVE DE LA INVENCION

La presente invencidn se refiere a la identificacion de un receptor clave para la
entrada de colesterol al corazén en situacién de isquemia, el LRP1. También se
refiere al disefio de moléculas como lentivirus, anticuerpos o factores de
transcripcion con capacidad de modular la actividad de este receptor y por tanto
de prevenir las alteraciones cardiacas asociadas a la entrada de lipidos neutros o
colesterol en los cardiomiocitos expuestos a procesos de isquemia aguda, tales
como infarto agudo de miocardio 0 angina de pecho, o bien a procesos de

isquemia cronica.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Actualmente se desconocen por completo los mecanismos que conducen a la
acumulacion de colesterol en los cardiomiocitos. La presente invencion demuestra

qgue en situacion de isquemia se produce la regulacién a la alza del receptor LRP1
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en el cardiomiocito. La sobreexpresion del LRP1 en situacién de isquemia juega
un papel primordial en la transferencia de colesterol esterificado de las
lipoproteinas al cardiomiocito asi como en la acumulacién intracelular de este
lipido en el corazdn. Ademas la presente invencién demuestra que la modulacién
de la expresion y/o funcion del LRP1 previene la sobreacumulacién de colesterol
esterificado en los cardiomiocitos expuestos a isquemia. Por tanto, esta invencion
aporta nuevas moléculas con capacidad de modular uno de los mecanismos que
conducen a la deposicion masiva de colesterol en el cardiomiocito durante el

infarto agudo de miocardio u otras situaciones clinicas que cursan con isquemia.

En la presente invencion “infarto agudo de miocardio” hace referencia a un riego
sanguineo insuficiente, con dano tisular, en una parte del corazdn producido por
una obstruccion en una de las arterias coronarias, frecuentemente por ruptura de
una placa de ateroma vulnerable. La isquemia, hipoxia o suministro deficiente de
oxigeno que resulta de tal obstruccion produce la angina de pecho, que si se
recanaliza precozmente no produce muerte del tejido cardiaco, mientras que si se
mantiene esta anoxia se produce la lesion del miocardio y finalmente la necrosis,

es decir, el infarto.

En la presente invencidén se demuestra que en cardiomiocitos expuestos a hipoxia
se produce la sobreexpresion del receptor LRP1 en asociacion a un incremento
en los niveles intracelulares de uno de los lipidos neutros, colesterol esterificado.
También se demuestra que la modulacién, preferentemente el bloqueo, de la
sobreexpresion de LRP1 inducida por hipoxia permite frenar y/o inhibir (parcial o
totalmente) la entrada de colesterol esterificado procedente de lipoproteinas al

corazon.

En la presente invencién se demuestra que en el corazdn de los pacientes con
cardiomiopatia isquémica hay una expresion muy elevada del receptor LRP1 y
que la expresion de este receptor se correlaciona de forma muy significativa con
el contenido de colesterol esterificado del miocardio. Esto no sucede en pacientes
con cardiomiopatia idiopatica dilatada o sujetos control. Por tanto, este
mecanismo es especifico y tiene relevancia solamente en la cardiomiopatia

isquémica.
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En la presente invencion se entiende por “LRP1” el receptor “low density
lipoprotein receptor-related Protein”, también denominado a2-macroglobulin,
CD91, o Al316852. Este receptor se encuentra codificado en Homo sapiens por el
gen Mm.271854.

En la presente invencidén se entiende por “isquemia” o “cardiomiopatia isquémica
(ICM)” el conjunto de alteraciones en la funcionalidad del corazén que se
presentan cuando las arterias que traen sangre y oxigeno al corazon se bloquean.
Generalmente hay una acumulacion de colesterol y otras sustancias, llamada
placa, en las arterias que le traen oxigeno al tejido del miocardio. Con el tiempo,
el miocardio no trabaja bien y es mas dificil para el corazén se llene y bombee
sangre. La isquémica es una causa comun de insuficiencia cardiaca congestiva.
Los pacientes con esta afeccion pueden en un momento haber tenido un ataque
cardiaco, angina o0 angina inestable y es posible que unos pocos pacientes no
hayan notado ningun sintoma previo. En estos pacientes se ha encontrado lipido
en la zona de penumbra (periferia de la zona infartada) desconociéndose en este
momento el origen asi como los mecanismos que participan en estos acumulos.
Lo que si se sabe es que este lipido participa en la induccion de graves
alteraciones en el metabolismo del calcio y el remodelado cardiaco, claves en la

funcionalidad cardiaca.

En la presente invencidn se entiende por “cardiomiopatia idiopatica dilatada” las
enfermedades del musculo cardiaco en las se producen alteraciones en la
estructura y la funcién del miocardio en ausencia de enfermedad coronaria,
hipertension, valvulopatias o cardiopatias congénitas que expliquen dichas
anomalias. Entre las miocardiopatias, la miocardiopatia dilatada (MCD) se define
por la presencia de dilatacion y disfunciéon sistélica que afecta al ventriculo

izquierdo 0 a ambos ventriculos.

La presente invencion hace referencia también a un método para evitar la
acumulacion de colesterol esterificado en los cardiomiocitos, caracterizado porque
la composicién farmacéutica comprende al menos un agente modulador de la

expresion y/o agente modulador de la funcién de LRP1. Preferentemente dicho
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agente modulador de la expresion y/o de la funcién de LRP1 se selecciona entre
el siguiente grupo: lentivirus, anticuerpo o factor de transcripcion. Mas

preferentemente dicho agente se selecciona de entre el siguiente grupo:

a) agentes que modulen la expresion de LRP1, a nivel transcripcional tales

como factores de transcripcion (HIF-1alfa, SREBPs u otros), siRNAs
especificos liberados a las células, 0 moléculas activadoras o inhibidoras de

la via de degradacién de LRP1; y/o

b) agentes que modulen la funcion de LRP1, tales como moléculas que sean

capaces de inhibir especificamente la funcion de LRP1 en captacién de

colesterol.

En la presente invencion se entiende por “factores de transcripcion” definidos en
a), aquellos factores capaces de aumentar o disminuir respectivamente la

expresion de LRP1.

En la presente invencidn se entiende por “siRNAs especificos liberados a las
células” definidos en a), aquellos siRNAs para inhibir la expresién de LRP1 que
pueden ser liberados a las células por lentivirus, por anticuerpos, y por otros
meétodos tales como electroporacion ampliamente conocidos en el estado de la

técnica.

En la presente invencion se entiende por “moléculas activadoras o inhibidoras de
la via de degradacion de LRP1s” definidos en a), aquellas moléculas descritas en

el sistema ubiquitin-proteasoma.

En la presente invencion se entiende por “moléculas que sean capaces de inhibir
especificamente la funcion de LRP1 en captacién de colesterol” definidos en b),
aquellas moléculas, preferentemente proteinas, que pueden competir con LRP1
en la union de ligandos lipoproteicos. En una realizacidn mas preferente de la
invencion, dichas moléculas previenen la funcién fisiopatolégica del LRP1 sin

alterar sus funciones esenciales.
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La presente invencidn hace referencia también a una composicién farmaceéutica
caracterizada por comprender al menos un agente modulador de la expresion y/o
agente modulador de la funcidon de LRP1 definido anteriormente, para el control
de la expresidn de los receptores lipoproteicos como VLDLR, LDLR, o LRP1
durante un infarto agudo de miocardio u otra situaciéon clinica que cursa con
isquemia, hipoxia o suministro deficiente de oxigeno, preferentemente la
composicion farmacéutica se caracterizada por comprender un agente modulador
de la expresion y/o agente modulador de la funcion de LRP1 definido

anteriormente para el bloqueo de la expresion de LRP1 durante la isquemia.

La presente invencidn hace referencia también al uso de una composicion
farmacéutica definida anteriormente para regular la acumulacién de lipidos
neutros como colesterol esterificado, triglicéridos o colesterol libre en los
cardiomiocitos de un paciente con un infarto agudo de miocardio u otra situacion
clinica que cursa con isquemia, hipoxia o suministro deficiente de oxigeno como
insuficiencia cardiaca, cardiomiopatia isquémica, o cardiomiopatia idiopatica
dilatada.

La presente invencidn hace referencia a un método para regular la acumulacion
de lipidos neutros como colesterol esterificado, triglicéridos o colesterol libre, en
los cardiomiocitos, caracterizado por la administracion a un paciente de una
cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion farmacéutica para el control
de la expresion de los receptores lipoproteicos como VLDLR, LDLR, o LRP1,
durante un infarto agudo de miocardio u otra situacién clinica que cursa con
isquemia, hipoxia o suministro deficiente de oxigeno, como insuficiencia cardiaca,

cardiomiopatia isquémica, o cardiomiopatia idiopatica dilatada.

La presente invencién hace referencia también a un método para evitar la
acumulacién de colesterol esterificado en los cardiomiocitos, caracterizado por la
administracion al paciente de una cantidad terapéuticamente eficaz de una
composicion farmacéutica para el bloqueo de la expresion de LRP1 durante la

isquemia, preferentemente el paciente sufre una cardiomiopatia isquémica.

Una realizacion preferente de la invencidn hace referencia al uso de la
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composicion farmaceéutica definida en anteriormente para evitar, frenar, inhibir
total o parcialmente la acumulacidn de colesterol esterificado en los
cardiomiocitos de un paciente que sufre o ha sufrido una cardiomiopatia

isquémica.

La presente invencidon también protege un método de tratamiento y/o prevenciéon
de las alteraciones cardiacas asociadas a la entrada de lipidos neutros o
colesterol en los cardiomiocitos expuestos a procesos de isquemia aguda, tales
como infarto agudo de miocardio o angina de pecho, o bien a procesos de

isquemia cronica.

Por ultimo la presente invencién protege el uso de moléculas con capacidad de
modular los receptores lipoproteicos como VLDLR, LDLR, o LRP1, en la
fabricaciéon de un medicamento para prevenir y/o tratar las alteraciones cardiacas
asociadas a la deposicién masiva de lipidos neutros en el cardiomiocito durante el

infarto agudo de miocardio u otras situaciones clinicas que cursan con isquemia.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos,
componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y
caracteristicas de la invencidon se desprenderan en parte de la descripcidén y en
parte de la practica de la invencién. Las siguientes figuras y ejemplos se
proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la

presente invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIGURA 1. Efecto de la hipoxia en la expresiéon de LRP1, VLDLR y LDLR por
los cardiomiocitos. A) Los cardiomiocitos HL-1 quiescentes se expusieron a
normoxia o hipoxia durante tiempos crecientes y se analizd la expresion génica de
LRP1, VLDLR y LDLR mediante PCR tiempo real. Los datos se procesaron con
un “software” que se basa en el calculo relativo de la concentracion de ARNm
segun el valor Ct (threshold cycle). Los datos se normalizaron por el control

endogeno ARBP y se expresaron como la mediatSEM de tres experimentos
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realizados en duplicado. *P<0.05 vs cardiomiocitos en normoxia. B) Analisis por
“western blot” que muestra las bandas de LRP1, VLDLR, y LDLR tanto en HL-1
como en NRVM expuestos a normoxia o hipoxia durante 18-24 horas. Los niveles
de B-tubulina y GAPDH se mostraron como control de carga de proteina para las

células HL-1 y NRVM, respectivamente.

FIGURA 2. Efecto de VLDL en la expresion de LRP1, VLDLR y LDLR y en la
acumulacioén de lipidos neutros (colesterol libre, esterificado y triglicéridos)
en HL-1 expuestos a normoxia o hipoxia.

Los cardiomiocitos quiescentes se expusieron a VLDL bajo condiciones de
normoxia o hipoxia. A) Analisis por PCR tiempo real de los cambios en la
expresion de LRP1, VLDLR y LDLR inducidos por dosis crecientes de VLDL. Los
datos se procesaron con un “software” que se basa en el calculo relativo de la
concentracion de ARNm segun el valor Ct (threshold cycle). Los datos se
normalizaron por el control endégeno ARBP. B) Se muestra un “western blot”
representativo de los niveles de expresion proteica de LRP1, VLDLR, y LDLR en
HL-1 expuestos a VLDL (1.8 mM, 18 horas) en normoxia o hipoxia. Los niveles de
B-tubulina se muestran como control de carga de proteina. C) Cromatografia en
capa fina que muestra las bandas de colesterol esterificado (CE), triglicéridos
(TG) y colesterol libre (FC) y diagrama de lineas con la cuantificacion de estas
bandas en células HL-1 expuestas a normoxia (lineas punteadas) o hipoxia
(lineas continuas). Los resultados se muestran como microgramos de CE o TG
por miligramo de proteina celular y se expresaron como la mediatSEM de tres
experimentos realizados en duplicado. *P<0.05 vs cardiomiocitos sin VLDL;

#P<0.05 vs cardiomiocitos en normoxia.

FIGURA 3. Disefio de las secuencias miR RNAi y estudio de su eficiencia
para bloquear la expresion de LRP1 en HL-1 y NRVM.

Analisis de la expresion de ARNm de LRP1 en células HL-1 infectadas con
RNAI1919, RNAiI8223 o RNAI8531. Los datos se procesaron con un programa
“software” que se basa en el calculo relativo de la concentracion de ARNm segun
el valor Ct (threshold cycle). Los datos se normalizaron por el control endégeno
ARBP. Los resultados se expresaron como el porcentaje de expresidn respecto a

las células infectadas con el control negativo. *P<0.05 vs células transfectadas
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con el control negativo.

FIGURA 4. Empleo del sistema BLOCK-IT™ RNAi Designer para inhibir la
expresion de LRP1 (XM_001056970) mediante su incorporacion en lentivirus
utilizados para infectar HL-1 y NRVM. (A) Generacion del vector de expresion
miR RNAiI mediante el anillamiento de los oligos y ligacién en el vector lineal
pcDNATM6.2_GW/mIR. (B) Transferencia de las construcciones miR RNAI a los
vectores pDONR™221 mediante la reaccion catalizada por la BP clonasa Il. (C)
Transferencia de la secuencia miRNA del clon pENTR™221 junto con el plasmido
PENTR5-CMV al vector pLenti6.4/R4R2/V5-DEST™ mediante la reaccion

catalizada por la LR clonasa Il.

FIGURA 5. Efecto de RNAi8531 en la expresion de LRP1 y en la acumulacién
de CE y TG procedente de VLDL en HL-1 expuestas a normoxia o hipoxia.
HL-1 transfectadas de forma estable con RNAiI8531 o con el control negativo se
cultivaron durante 48 horas en presencia de blasticidina. Las células se
sometieron a quiescencia durante 24 horas y posteriormente se expusieron a
normoxia (N, barras grises) o hipoxia (H, barras negras) A) Se muestra un
“‘western blot” representativo de la expresién de LRP1, VLDLR y LDLR en HL-1
infectadas con el control negativo o con miR8531 asi como la cuantificacion de las
bandas correspondientes. Los niveles de B-tubulina se muestran como control de
carga de proteina. B) Las células HL-1 en quiescencia se expusieron a normoxia
o hipoxia durante 24 horas y en las ultimas 12 horas se incubaron con VLDL (1.8
mM). Se muestra una cromatografia en capa fina representativa con las bandas
de colesterol esterificado (CE), triglicéridos (TG) y colesterol libre (FC) y los
histogramas con la cuantificacion de las bandas de CE y TG. Los resultados se
expresaron como microgramos de lipido por miligramo de proteina y se mostraron
como la mediatSEM de tres experimentos realizados en triplicado. P<0.05 vs
células infectadas con el control negativo. C) Las células HL-1 en quiescencia se
expusieron a normoxia o hipoxia durante 24 horas y en las ultimas 12 horas se
incubaron con VLDLs doblemente marcadas radiactivamente (1.8 mM). Se
colectaron las células y la captacion de colesterol y triglicéridos se evalud
mediante el contaje de dpm de [°H] y ['*C] asociadas a los extractos celulares,

respectivamente. Los resultados se expresaron como dpm de [*H] 6 ["C] por
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miligramo de proteina celular. También se determiné el ratio celular [°H)/ ['*C]. Los
resultados se expresaron como la mediatSEM de tres experimentos realizados en
triplicado. *P<0.05 vs HL-1 en normoxia; #P<0.05 vs cardiomiocitos infectados con

el control negativo.

FIGURA 6. Efecto de RNAi8531 en la expresion de LRP1 y en la acumulacién
de CE y TG procedente de VLDL en NRVM expuestas a normoxia o hipoxia.
NRVM transfectadas transitoriamente con RNAiI8531 o con el control negativo se
cultivaron durante 48 horas en presencia de blasticidina. Las células se
sometieron a quiescencia durante 24 horas y posteriormente se expusieron a
normoxia (N, barras grises) o hipoxia (H, barras negras) A) Se muestra un
“western blot” representativo de la expresion de LRP1, VLDLR y LDLR en NRVM
infectadas con el control negativo o con miR8531 asi como la cuantificacion de las
bandas correspondientes. Los niveles de GAPDH se muestran como control de
carga de proteina. B) Las células NRVM en quiescencia se expusieron a
normoxia o hipoxia durante 24 horas y en las ultimas 12 horas se incubaron con
VLDL (1.8 mM). Se muestra una cromatografia en capa fina representativa con
las bandas de colesterol esterificado (CE), triglicéridos (TG) y colesterol libre (FC)
y los histogramas con la cuantificacién de las bandas de CE y TG. Los resultados
se expresaron como microgramos de lipido por miligramo de proteina y se
mostraron como la mediatSEM de tres experimentos realizados en triplicado.

P<0.05 vs células infectadas con el control negativo.

FIGURA 7. Efecto de la isquemia inducida por infarto agudo en la
acumulacién de lipidos neutros y en la expresidbn de receptores
lipoproteicos en el miocardio (modelo porcino). Se obtuvo muestra de zona
no-isquémica (remota, barras blancas) e isquémica (penumbra, barras negras) de
corazones de cerdos sometidos a infarto (n=6) o controles (n=3, sham) y se
congeld en nitrégeno liquido. Una parte de cada muestra se utilizd para extracciéon
lipidica y cromatografia en capa fina y la otra parte para obtener proteina para
“western blot”. A) Analisis por “western blot” que muestra los niveles de expresion
proteica de LRP1 y VLDLR y diagrama de barras mostrando la cuantificacién de
las bandas. Los niveles de expresion proteica de GAPDH se muestran como

control de carga. B) Cromatografia en capa fina mostrando las bandas de
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colesterol esterificado (CE), triglicéridos (TG) y colesterol libre (FC) e histogramas
mostrando la cuantificacion de las bandas de CE y TG. Los datos se expresaron

como mediatSEM. P<0.05 vs miocardio no isquémico o animales sham.

FIGURA 8. Analisis de la expresion de LRP1 en corazones explantados de
pacientes con cardiomiopatia idiopatica (DCM) o con cardiomiopatia
isquémica (ICM) frente a sujetos control (CNT). A) A partir de la proteina
obtenida de 50 mg de tejido miocardico homogeneizado en reactivo TriPure se
realizé el analisis por “western blot” de la expresion proteica de LRP1. Los niveles
de GAPH se utilizaron como control de carga. B) Imagen representativa del

analisis inmunohistoquimico de LRP1 en tejido miocardico. Magnificacidén x 240.

FIGURA 9. Analisis de la expresion de VLDLR en corazones explantados de
pacientes con cardiomiopatia idiopatica (DCM) o con cardiomiopatia
isquémica (ICM) frente a sujetos control (CNT). A) A partir de la proteina
obtenida de 50 mg de tejido miocardico homogeneizado en reactivo TriPure se
realizd el analisis por “western blot” de la expresién proteica de VLDLR. Los
niveles de GAPH se utilizaron como control de carga. B) Imagen representativa
del analisis inmunohistoquimico de VLDLR en tejido miocardico. Magnificacion x
240.

FIGURA 10. Determinacion de los niveles miocardicos de colesterol
esterificado (CE), triglicéridos (TG) y colesterol libre (FC) en corazones
explantados de pacientes con cardiomiopatia idiopatica dilatada (DCM) o
con cardiomiopatia isquémica (ICM) frente a sujetos control (CNT). A partir
de 5 mg de tejido miocardico se realizd la extraccion lipidica y posterior
cromatografia en capa fina (A) para determinar los niveles de colesterol
esterificado CE (B), triglicéridos (TG) (C) y colesterol libre (D) (FC). CNT,
controles; DCM, cardiomiopatia idiopatica dilatada; ICM, cardiomiopatia
isquémica. Los resultados se expresaron como microgramos por miligramo de

tejido y se mostraron como mediatSD.

FIGURA 11. Correlacién entre la expresiéon de LRP1 y el contenido de

colesterol esterificado (CE) en el miocardio de pacientes con insuficiencia
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cardiaca. Analisis de la correlacion entre la expresidon de ARNm de LRP1 (A) o

proteica de LRP1 (B) y el contenido de CE del miocardio.

FIGURA 12. Correlacion entre la expresion de VLDLR y el contenido de
colesterol esterificado (CE) en el miocardio de pacientes con insuficiencia
cardiaca. Analisis de la correlacion entre la expresion de ARNm de VLDLR (A) o

proteica de VLDLR (B) y el contenido de CE del miocardio.

FIGURA 13. Modulacion de la expresion del receptor LRP1 por el factor de
transcripcion HIF-1a en cardiomiocitos. Los cardiomiocitos de la linea HL-1 se
transfectaron con siRNA-anti-HIF-1 oo 0 siRNA-random (0.6 pmol/L) mediante
nucleofeccion. Las células control se nucleofectaron en ausencia de siRNA. Las
células se expusieron a normoxia o hipoxia y se recogieron a las 4 horas para
analizar la expresion de HIF-1a y a las 24 horas para analizar la expresién del
LRP1. A) Imagen de “Western blot” representativo y grafico de barras mostrando
la cuantificacion de HIF-1a y LRP1. Los niveles de B-tubulina se muestran como
control de carga. Los resultados se expresaron como la mediatSEM de dos
experimentos realizados en triplicado. *P<0.05 vs. HL-1 en normoxia. B)
Cuantificacién por PCR tiempo real de la expresion génica de LRP1, VLDLR y
LDLR en HL-1 expuestos a normoxia e hipoxia durante 24 horas. Los datos se
procesaron con un “software” que se basa en el calculo relativo de la
concentracion de ARNm segun el valor Ct (threshold cycle). Los datos se
normalizaron por el control endégeno ARBP y se expresaron como la mediatSEM
de tres experimentos realizados en duplicado. *P<0.05 vs. HL-1 en normoxia; #

vs. “control cells” (células control).

FIGURA 14. La proteina E3 ubiquitina ligasa CHFR modula la estabilidad de
la proteina LRP1 en células musculares lisas de pared vascular humana
(CMLV). Las CMLV se trasfectaron con siRNA-random o siRNA-anti-CHFR vy
posteriormente se expusieron a lipoproteinas de baja densidad modificadas por
agregacion (LDLag). A) Graficas de barras que muestran la cuantificacion por
PCR tiempo real de los niveles de expresion de ARNm para CHFR. Los datos se

procesaron con un “software” que se basa en el calculo relativo de la
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concentracion de ARNm segun el valor Ct (threshold cycle). Los datos se
normalizaron por el control endégeno gapdh y se expresaron como la mediatSEM
de tres experimentos realizados en ftriplicado. Imagen de “Western blot” (B)
representativo de los niveles de expresion proteica y grafico de barras mostrando
la cuantificacion de las bandas de LRP1 (C) y CHFR (D) normalizados por los
niveles de B-tubulina. *P<0.05 vs células no expuestas a LDLag. #P<0.05 vs
CMLYV tratadas con siRNA-random.

FIGURA 15. Las lipoproteinas de baja densidad modificadas por agregacién
(LDLag) estabilizan la proteina LRP1 mediante una disminucion de la
expresién de CHFR y de la ubiquitinacién de la cadena citoplasmatica en
células musculares lisas de pared vascular humana (CMLV). “Western blot”
representativo de la expresion proteica de CHFR (A) y LRP1 (B) y diagrama de
barras mostrando la cuantificacion de las bandas respectivas normalizando los
resultados por B-tubulina. C) Las CMLV control o expuestas a LDLag (100 pg/mL,
24 horas) se incubaron con cicloheximida (100 uM) durante los tiempos indicados.
Los niveles de B-tubulina se mostraron como control de carga. Grafico de lineas
que muestra el porcentaje de expresion proteica después de la adicion de
cicloheximida. Los resultados se muestran como la mediatSEM de dos
experimentos independientes realizados en triplicado. D) Los extractos proteicos
de CMLV expuestas a LDLag se aplicaron sobre bolas de afinidad con anticuerpo
anti-ubiquitina para realizar la immunoprecipitacion de las proteinas ubiquitinadas.
Una fraccidn de los extractos celulares se aplico sobre bolas unidas a anticuerpos
inespecificos. Posteriormente, se analizé por “Western blot” la proteina LRP1
ubiquitinilada. Los “Westerns” se incubaron con anticuerpos anti-ubiquitina
demostrandose que la expresidn de ubiquitina no se alteraba por el tratamiento

con LDLag. *P<0.05 vs células no expuestas a LDLag.

FIGURA 16. Efecto de los anticuerpos policlonales en la acumulacién
intracelular de lipido procedente de LDL modificada por agregacion (LDLag)
en células musculares lisas de pared vascular humana (CMLV). Las células
CMLV en quiescencia se expusieron a hipoxia durante 18 horas. Posteriormente,

se adicionaron al medio de cultivo los anticuerpos policlonales (anti-P1, anti-P2 y
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anti-P3) (100 pg/mL). Al cabo de 3 horas se adicionaron al mismo medio de
cultivo LDL agregadas (100 pg/mL) y se mantuvieron durante 4 horas mas. Se
recogieron las células en NaOH, se realizé la extraccion lipidica y cromatografia
en capa fina. Se muestra una cromatografia en capa fina representativa con las
bandas de colesterol esterificado (CE), y colesterol libre (FC) y los histogramas
con la cuantificacion de las bandas de CE. Los resultados se expresaron como
microgramos de lipido por miligramo de proteina y se mostraron como la
mediatSEM de tres experimentos realizados en triplicado. P<0.05 vs células

control.

FIGURA 17. Efecto de los anticuerpos policlonales en la acumulacién
intracelular de lipido procedente de VLDL en cardiomiocitos HL-1 expuestos
a hipoxia. Las células HL-1 en quiescencia se expusieron a hipoxia durante 24
horas. Posteriormente, se adicionaron al medio de cultivo los anticuerpos
policlonales (anti-P1, anti-P2 y anti-P3) (100 ug/mL) y al cabo de 4 horas se
adicionaron al mismo medio de cultivo VLDL (75 pg/mL) y se mantuvieron durante
4 horas. Los cardiomiocitos HL-1 se recogieron en NaOH y posteriormente se
realizd la extraccién lipidica seguida de cromatografia en capa fina. Se muestra
una cromatografia en capa fina representativa con las bandas de colesterol
esterificado (CE), triglicéridos (TG) y colesterol libre (FC) y los histogramas con la
cuantificacién de las bandas de CE y TG. Los resultados se expresaron como
microgramos de lipido por miligramo de proteina y se mostraron como la
mediatSEM de tres experimentos realizados en triplicado. P<0.05 vs células

control.
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EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos especificos que se proporcionan en este documento de
patente sirven para ilustrar la naturaleza de la presente invencion. Estos ejemplos
se incluyen solamente con fines ilustrativos y no han de ser interpretados como
limitaciones a la invencion que aqui se reivindica. Por tanto, los ejemplos
descritos mas adelante ilustran la invencion sin limitar el campo de aplicacion de

la misma.

EJEMPLO 1- EFECTO DE LA HIPOXIA EN LA EXPRESION DE RECEPTORES
LIPOPROTEICOS POR EL CARDIOMIOCITO

Los cardiomiocitos adultos HL-1 o neonatales de rata (NRVM) se expusieron a
condiciones de normoxia o hipoxia. Se analiz6 la expresién de LRP1, receptor de
VLDL (VLDLR) y receptor clasico de LDL (LDLR) a nivel de ARNm mediante PCR
por tiempo real y a nivel de proteina mediante analisis por “western blot” (Figura
1)

Se observo que en cardiomiocitos en normoxia, los niveles de expresion de LRP1
y VLDLR eran muy bajos mientras que los del LDLR eran muy altos
especialmente en cardiomiocitos adultos HL-1. Este patrdn de expresion se alterd
completamente por exposicidn de los cardiomiocitos a hipoxia. Tal como se
observa en la Figura 1A, la hipoxia indujo de forma tiempo-dependiente la
expresion de LRP1 (desde 1.6 veces a las 4 horas hasta 2.7 veces a las 16 horas)
y también la del VLDLR (desde 2.8 veces a las 4 horas hasta 4-veces a las 16
horas) mientras que disminuyé la expresion del receptor clasico de LDL (desde un
10% a las 4 horas hasta un 34% a las 16 horas). A las 24 horas, la expresion de
los receptores LRP1 y VLDLR se vio aumentada significativamente mientras que
la del LDLR se vio disminuida por la hipoxia tanto en HL-1 como en NRVM (Tabla
1). Al igual que se observo por PCR, los resultados del “western blot” demostraron
que la hipoxia aumentaba la expresion de LRP1 y VLDLR mientras que disminuia

la del receptor clasico de LDL en los dos tipos celulares estudiados (Figura 1B).
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Tabla 1. Efecto de la hipoxia en la expresion génica de receptores lipoproteicos en

cardiomiocitos

HL-1 NRVM
Normoxia Hipoxia Normoxia Hipoxia
LRP1 0.810.2 3.5+0.2* 1.2+0.2 3.1+0.9*
VLDLR 3.2+0.5 15+2%* 0.6+0.07 1.810.34*
LDLR 225+31 91+4* 0.810.2 0.4+0.1*

Los cardiomiocitos HL-1 y NRVM se expusieron a normoxia o hipoxia durante 24 horas. S determinaron
los niveles de expresién de ARNm de LRP1, VLDLR y LDLR mediante PCR por tiempo real. Los datos se
procesaron mediante un programa basado en elvalor Ct y se normalizaron por la expresion del control
enddgeno ARBP. Los resultados se expresaron como la mediazSEM de tres experimentos realizados en
duplicado. *P<0.05 vs células expuestas a condiciones de normoxia.

EJEMPLO 2 - EFECTO DE VLDL EN LA EXPRESION DE RECEPTORES
LIPOPROTEICOS (LRP1, VLDLR Y LDR) Y EN LA ACUMULACION DE
LIPIDOS NEUTROS (CE, TG y FC) EN HL-1 EXPUESTOS A NORMOXIA O
HIPOXIA.

Se recogieron las células expuestas a VLDL en normoxia o hipoxia y se realizé el
estudio de la expresion de receptores lipoproteicos y determinacion del lipido
intracelular. Los resultados de la Figura 2A demostraron que VLDL todas las dosis
testadas inhibia la expresion de LDLR ARNm en células normoxicas o hipdxicas y
que la dosis mas alta de VLDL incrementaba la expresion de LRP1 en HL-1
hipdxicas. La expresion del VLDLR no se alterd significativamente por la
presencia de VLDL. El analisis por “western blot” (Figura 2B) confirmo los
resultados obtenidos a nivel de ARNm también a nivel de proteina. Los
experimentos de cromatografia en capa fina (Figura 2C) demostraron que la VLDL
inducia la acumulacion lipidica intracelular de forma dosis de VLDL dependiente
desde 6.7+2.2 hasta 77.6148.8 ug CE/mg proteina celular y desde 2.5+0.2 hasta
69.17+3.0 ug TG/mg proteina celular. La hipoxia incrementd significativamente
dicha acumulaciéon a todas las dosis testadas de VLDL (i.e a 3.6mM, hasta
110.52+1.6 ug CE/mg proteina celular o hasta 80.54+3.85 ug TG/mg proteina

celular.

Para analizar la viabilidad de los cultivos, analizamos los niveles celulares de un
marcador de supervivencia (Bcl2) y un marcador de apoptosis (BAX). Ni la VLDL
ni la hipoxia alteraron los niveles de BAX. Sin embargo, se produjo una reduccién
de los niveles de Bcl2 desde 5.39+0.35 hasta 4.484+0.18 por VLDL (1.8 mM, 18
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horas), hasta 3.32+0.13 por hipoxia (18 horas) y hasta 2.85+0.01 por VLDL (1.8
mM) e hipoxia (18 horas). Estos resultados demuestran que nuestras condiciones
experimentales no inducen apoptosis aunque si reducen la capacidad de

supervivencia de las células HL-1 en cultivo.

Tabla 2. Efecto de VLDL e hipoxia en la apoptosis de HL-1

Bcl2 BAX Bcl2/BAX

VLDL normoxia Hipoxia Normoxia Hipoxia Normoxia Hipoxia
(mM)

0 5.410.4 3.310.1# 10.4+0.1 11.3+0.6# 0.5 0.3
1.8 5.01+0.20 3.310.2# 9.410.5 10.9+0.4# 0.5 0.3
3.6 4.5+0.2* 2.9+0.1%# 11.110.6 12.2+0.4* 0.4 0.2

#

Los cardiomiocitos HL-1 se expusieron a dosis crecientes de VLDL bajo
condiciones de normoxia o hipoxia durante 16 horas. Se determind la expresion
génica de Bcl2, BAX y CPP32 mediante PCR tiempo real. Los datos se
procesaron mediante un programa basado en el valor Ct y se normalizaron por la
expresion del control endogeno ARBP. Los resultados se expresaron como la
mediazSEM de cuatro experimentos realizados en duplicado. *P<0.05 vs células
incubadas en ausencia de VLDL; #P<0.05 vs células expuestas a condiciones de

normoxia.

EJEMPLO 3 — DISENO DE LENTIVIRUS PARA INHIBIR LA EXPRESION DEL
RECEPTOR LRP1.

A) Se disefiaron distintas secuencias miR RNAI utilizando el sistema de Invitrogen
BLOCK-IT™ RNAI Designer para inhibir la expresién de LRP1 (XM_001056970)
mediante su incorporacion en lentivirus utilizados para infectar HL-1 y NRVM: las
secuencias SEQ ID No: 1 y SEQ ID No: 2 se disefiaron para inhibir la expresién
de LRP1 (miR RNAI-XM_001056970_1919 o RNAIi1919 (SEQ ID No. 16)); las
secuencias SEQ ID No: 3 y SEQ ID No: 4 se disefiaron para inhibir la expresion
de LRP1 (miR RNAI-XM_001056970_8223 o RNAIi8223 (SEQ ID No. 17)); y las
secuencias SEQ ID No: 5 y SEQ ID No: 6 se disefiaron para inhibir la expresion
de LRP1 (miR RNAiI-XM_001056970_8531 o RNAi8531 (SEQ ID No. 18)).

El plasmido pcDNA™ 6.2-GW/miR se utilizé como control negativo en todos los

experimentos de transfeccidon: las SEQ ID No: 7 y SEQ ID No: 8 se disefiaron



10

15

20

25

WO 2013/001130 PCT/ES2012/070483
25

para el control negativo universal (pcDNA™8.2-GW/miR-neg).

B) Analisis de la expresidn de ARNm de LRP1 en células HL-1 infectadas con
RNAIi1919 (SEQ ID No. 16), RNAi8223 (SEQ ID No. 17) o RNAi8531 (SEQ ID No.
18) (Figura 3). Los datos se procesaron con un programa “software” que se basa
en el calculo relativo de la concentracion de ARNm segun el valor Ct (threshold
cycle). Los datos se normalizaron por el control endégeno ARBP. Los resultados
se expresaron como el porcentaje de expresion respecto a las células infectadas
con el control negativo. *P<0.05 vs células transfectadas con el control negativo.
Se emplea también la SEQ ID No: 9 sintetizada artificialmente para ser usada
como vector pLenti6.4™-CMV-MSGW.

BLOCK-IT™ RNAI Designer es una herramienta de la “web” que permite disefiar y
encargar oligonucleétidos siRNA o miRNA especificos contra secuencias diana
concretas. Después de introducir la secuencia diana en el programa vy fijar una
serie de parametros restrictivos, el programa genera varios disefios de RNAI que
quedan ordenados segun su probabilidad de eficiencia en inhibir la expresion del
gen diana. En nuestro caso el programa ha generado tres secuencias con
capacidad para inhibir el gen LRP1 [RNAiI1919 (SEQ ID No. 16), RNAi8223 (SEQ
ID No. 17) o RNAi8531 (SEQ ID No. 18)] ademas del control negativo (pcDNA™-
GW/miR_neg). El plasmido pcDNA™-GW/miR_neg contiene un inserto que forma
una estructura “hairpin” que se procesa en una forma de miRNA madura que es
incapaz de unirse a ninguno de los genes conocidos en vertebrados. Por tanto,
este plasmido sirve como control negativo para los experimentos de “knockdown”
realizados con vectores de expresion pcDNA™6.2-GW/miR. Para generar el
vector de expresidon miR RNAI se anillaron los oligos y se ligaron en el vector
lineal pcDNA™6.2_GW/miR (SEQ ID No. 10) (Figura 4A). Posteriormente, se
transformaron células competentes E.Coli con el DNA ligado y se seleccionaron
las células en medio LB suplementado con 50 pg/mL de espectinomicina.
Posteriormente, se transfirieron las construcciones miR RNAi a los vectores
pDONR™221 (SEQ ID No. 11) mediante la reaccion catalizada por la BP clonasa
Il (Figura 4B). Entonces se transfirié la secuencia miRNA del clon pENTR™221
(SEQ ID No. 12) junto con el plasmido pENTRS-CMV (Invitrogen) al vector
pLenti6.4/R4R2/V5-DEST™ (SEQ ID No. 23) mediante la reaccién catalizada por
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la LR clonasa Il (Figura 4C). Se transformaron las células competentes E.coli con
el vector de expresion recombinante y se seleccionaron las células en LB
suplementado con ampicilina.

En la presente invencidn, se entiende por “vector de expresion recombinante” un
pequeno plasmido que contiene un lugar de clonaje multiple flanqueado por una o
dos secuencias promotores, como pLenti6.4™-CMV-V5-MSGW/miR (Life
Technologies (Invitrogen)). Estos promotores se requieren para transcribir los
fragmentos de DNA insertados en el lugar de clonaje multiple. En este caso la
secuencia de DNA insertada se refiere a las secuencias RNAI previamente
descritas.

Se picaron colonias y se cultivaron durante la noche en medio LB con ampicilina.
Se realizé la digestion con Hind para comprobar que se habia producido una
recombinacion correcta. Los lentivirus  (pLenti6.4™-CMV-MSGW/miR-XM-
001056970-1919 (SEQ ID No. 21); pLenti6.4™-CMV-MSGW/miR-XM-001056970-
8223 (SEQ ID No. 24); pLenti6.4™-CMV-MSGW/miR-XM-001056970-8531 (SEQ
ID No. 20): pLenti6.4™-CMV-MSGW/miR-neg (Life Technologies (Invitrogen)) se
utilizaron para transfectar los cardiomiocitos. Se determind la capacidad de estas
secuencias para inhibir la expresién de ARNm de LRP1 mediante PCR tiempo
real. Se observé que pLenti6.4™-CMV-MSGW/miR-XM-001056970-1919 (SEQ ID
No. 21) y plLenti6.4™-CMV-MSGW/miR-XM-001056970-8531 (SEQ ID No. 20)
tenian la capacidad de inhibir la expresién de ARNm de LRP1 en cardiomiocitos
hipéxicos en aproximadamente un 50% (Figura 3). Se seleccioné pLenti6.4™-
CMV-MSGW/miR-XM-001056970-8531 (SEQ ID No. 20) para transfectar de
forma estable HL-1 y transitoriamente NRVM. Otro ejemplo de cémo inhibir la
expresion de LRP1 en el cardiomiocito podria ser la utilizaciéon de alelos
recombinantes “floxed” y la recombinacién mediada por Cre- que resultaria en la
deleccion de parte del promotor del LRP1 incluyendo el sitio del inicio de la

transcripcion.

Otros ejemplos de cémo inhibir la expresibn de LRP1 seria mediante la
modulaciéon de los niveles nucleares de factores de transcripcion con capacidad
de modular la expresién de LRP1. En concreto nuestro grupo ha publicado que la
actividad transcripcional de LRP1 se modula negativamente por los factores de
transcripcidon SREBP (Llorente-Cortés V et al, Circulation 2002; Llorente-Cortés V
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et al, J Mol Biol 2006; Costales P et al, Atherosclerosis 2010) y positivamente por
HIF-1o0 (Castellano J et al, Arterioscler Thromb Vasc Biol 2011) en células
musculares lisas de pared vascular. Por lo tanto, es muy probable que la
sobreexpresidn de SREBP y la inhibicion de HIF-1 o sean estrategias a
considerar en la inhibicién de la regulacion a la alza de LRP1 por hipoxia en los
cardiomiocitos. Pero ademas de todas estas estrategias enfocadas a prevenir la
regulacion a la alza de LRP1 inducida por hipoxia, quizas sea mas interesante
desde el punto de vista farmacologico por afectar en menor grado la funcidn
fisiolégica de LRP1 inhibir especificamente la capacidad de LRP1 de transferir
colesterol desde las lipoproteinas aterdgenicas a los cardiomiocitos en situacion
por ejemplo de dislipemia. Para ello es sin duda imprescindible el desarrollo de
moléculas que puedan impedir o dificultar la capacidad de LRP1 de tranferir
colesterol al cardiomiocito cuando se produce una situacién de isquemia y mas
aun si el paciente es dislipémico. En este sentido hemos transfectado de forma
estable células COS con capacidad de secretar minireceptores de LRP1,
moléculas que podrian ser eficaces compitiendo con el LRP1 celular por la unién

de lipoproteinas.

EJEMPLO 4 - EFECTO DE LA DEFICIENCIA CELULAR DE LRP1 EN LA
TRANSFERENCIA DE COLESTEROL ESTERIFICADO Y TRIGLICERIDOS
DESDE VLDL A CARDIOMIOCITOS EXPUESTOS A NORMOXIA O HIPOXIA.

RNAIi8531 (SEQ ID No. 18) redujo la expresion proteica de LRP1 en un
50.7£1.14% en HL-1 (Figura 5A) y en un 40.6%1.8% (Figura 6A) en NRVM
respecto a las mismas células transfectadas con el control negativo. Sin embargo,
RNAIi8531 (SEQ ID No. 18) no tuvo ningun efecto sobre la baja expresion proteica
de LRP1 en normoxia. No se encontraron diferencias en la expresion proteica de
VLDLR o LDLR entre células transfectadas con control negativo o RNAI8531
(SEQ ID No. 18) independientemente de que estuviesen expuestas a normoxia o
hipoxia. Por tanto, con esta metodologia obtuvimos cardiomiocitos
especificamente deficientes en la expresion del receptor LRP1. Estudiamos
entonces el efecto de VLDL en la acumulacion intracelular de CE y TG en
cardiomiocitos deficientes en LRP1 expuestos a normoxia e hipoxia respecto a los

control. Nuestros resultados demostraron que la “overacumulaciéon’
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(sobreacumulacion) de CE inducida por hipoxia en HL-1 (Figura 5B) y NRVM
(Figura 6B) se prevenia completamente en las células deficientes en LRP1. Sin
embargo, la overacumulacién intracelular de TG inducida por hipoxia fue similar
en las células deficientes en LRP1 que en las células control. Estos resultados
sugieren que la deficiencia de LRP1 afectaba especificamente a la captacién de
CE de las VLDL y que por tanto las vias de captacion de colesterol y triglicéridos
por los cardiomiocitos podrian ser independientes. Para estudiar la captacién de
CE y TG de forma especifica, se expusieron los cardiomiocitos a VLDL en las que
el componente colesterol y el componente triglicéridos se marcaron con dos
isétopos radiactivos diferentes. Se marcé el CE de las VLDL con [°H] y los TG con
['*C]. La actividad especifica del [*H] fue de 439454 y la del ["*C] de 87+15
dpm/mg proteina. Nuestros resultados demostraron que la deficiencia de LRP1
prevenia completamente el incremento en la captacion de CE (2.3-veces)
inducido por hipoxia (Figura 5C). Sin embargo el incremento en la captacion de
TG inducido por la hipoxia (1.3 veces) fue similar en células control y deficientes
en LRP1 (Figura 5C). La relacién [°H)/ [**C] fue 5+0.8 en las VLDL doblemente
marcadas mientras que en las células HL-1 esta relacion fue de 1.04+0.19
indicando que la captacion de [*H] por células HL-1 en normoxia es muy baja. La
hipoxia incrementé dos veces la captacion de [°H] en células control pero no en
las deficientes en LRP1. Por lo tanto, estos resultados demuestran que el LRP1
ejerce un papel crucial en la captacidon selectiva de colesterol esterificado por los
cardiomiocitos expuestos a hipoxia y que el bloqueo de este receptor tiene una
repercusion clara en la acumulacibn de colesterol esterificado en los
cardiomiocitos. Dado que las VLDL son una de las principales fuentes de
colesterol para el corazén, el bloqueo de LRP1 podria ser clave para reducir el

aporte de colesterol al corazon isquémico sin altera el aporte de triglicéridos.

EJEMPLO 5 — EFECTO DE LA ISQUEMIA INDUCIDA POR INFARTO AGUDO
EN LA ACUMULACION DE LiPIDO EN EL CORAZON.

Se utilizé el modelo experimental de infarto agudo de miocardio en modelo
porcino previamente descrito (Vilahur G et al, J Moll Cell Cardiol 2011; Vilahur G
et al, J Thromb Haemost 2009). Evaluamos el efecto de la hipoxia en la

acumulacion de lipidos neutros (CE, TG y FC) y en la expresidn de receptores
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lipoproteicos (LRP1 y VLDLR) en la zona no isquémica (zona remota del
miocardio) y en la zona isquémica (zona de penumbra o perinecrética). El patrén
de lipidos se determind mediante la extraccion lipidica de las muestras y posterior
cromatografia en capa fina. Se demostré que los niveles de colesterol esterificado
y los de triglicéridos estaban incrementados 2 y 3-veces respectivamente en el
miocardio isquémico vs el no isquémico o el miocardio control (Figura 7A). El nivel
de colesterol libre no varié entre miocardio isquémico y no-isquémico o control.

También se determinaron los niveles de expresién de los diferentes receptores
lipoproteicos mediante analisis por “western blot”. Se observé que la expresion
proteica del LRP1 estaba aumentada 5.7 veces en el miocardio isquémico vs el
no isquémico o control, P<0.05. También se observo un aumento de la expresidn
proteica del VLDLR en la zona isquémica aunque mucho mas moderado (2-
veces) (Figura 7B). Estos resultados demuestran que en un proceso de isquemia
aguda como la inducida por el infarto agudo de miocardio se produce un
incremento muy significativo en la expresion de LRP1 en la zona de penumbra del

miocardio concomitantemente a un incremento en el contenido de lipidos neutros.

EJEMPLO 6 - ANALISIS DE LA EXPRESION DE RECEPTORES
LIPOPROTEICOS EN MUESTRAS DE MIOCARDIO PROCEDENTES DE
SUJETOS CONTROL, PACIENTES CON CARDIOMIOPATIA IDIOPATICA
DILATADA O CON CARDIOMIOPATIA ISQUEMICA.

Se seleccionaron un total de 55 corazones humanos explantados procedentes de
26 pacientes con cardiomiopatia idiopatica dilatada (DCM) y de 29 pacientes con
cardiomiopatia isquémica (ICM) (Tabla 3). Como controles se utilizaron corazones
de 4 personas sanas que fallecieron en accidente de trafico y sus corazones no

pudieron ser utilizados para trasplante.
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Tabla 3. Caracteristicas de los pacientes de acuerdo con la etiologia de la insuficiencia

cardiaca
Cardiomiopatia dilatada (DCM) isquémica (ICM) P
{n=26) (n=29)
Edad (years) 5613 5443 0.566
Género 86/14 93/1
(hombres/mujeres)
(%)
NYHA (%) clase lll= 79 clase lll = 47
’ clase IV= 21 clase IV= 53
Colesterol plasma 4.4910.29 3.8940.28 0.833
(mmol/L)
GPPD (mm) 73.60+5.43 67.60+2.84 0.043
FE (%) 20.20%2.66 25.00+2.48 0.779
Coronariografia
1 vaso (%) 7 27
2 vasos (%) 0 7
3 vasos (%) 0 53

Los valores se expresaron como mediatSD par alas variables
continuas y como porcentaje de pacientes en las variables
categoricas. GPPD: grosor de la pared posterior del ventriculo
izquierdo en diastole; FE: fraccionde eyeccidon. DCM, cardiomiopatia
dilatada; ICM, cardiomiopatia isquémica.

La muestra miocardica (25 mg) obtenida de corazones explantados se pulverizé y
se homogeneizé en el reactivo TriPure. Se determind la expresion génica vy
5 proteica de los receptores lipoproteicos LRP1, VLDLR y LDLR mediante PCR

tiempo real y analisis por “western blot” respectivamente.
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Tabla 4. Expresion génica de los receptores lipoproteicos en el miocardio en insuficiencia

cardiaca dependiendo de la etiologia

Control DCM ICM

(n=4) (n=26) {n=29)
LRP1 9.53+3.14 7.65+3.45 12.33+11.53*#
VLDLR 28.8519.66 22.01+12.04 27.30+14.92
LDLR 11.14+10.90 3.19+1.94* 3.75+4.57*

El tejido miocardico congelado (25 mg) se pulverizd y se homogeneizd en el reactivo de
TriPure. was pulverized and homogenized in TriPure isolation reagent. Se determind la
expression génica de LRP1, VLDLR and LDLR mediante PCR tiempo real. Los datos se
procesaron mediante un programa basado en el valor Ct y se normalizaron por la expresién del
control enddgeno 18srRNA. controls; DCM, cardiomiopatia dilatada; ICM, cardiomiopatia
isquémica. Los datos se expresaron como la mediatSD. *P<0.05 vs controles, #P<0.05 vs DCM.

Comparando con la expresiéon en corazones DCM y controles, los corazones de
pacientes ICM mostraron niveles incrementados de LRP1 tanto a nivel de mRNA
(12.33+11.53 vs 7.65+3.45 o0 9.53+3.14, P<0.05) (Tabla 4) como de proteina
(22.27+20.66 vs 8.64+7.22 0 6.11+£0.74, P<0.05) (Figura 8A). Estos resultados se
corroboraron ademas por inmunohistoquimica (Figura 8B) Por el contrario, la
expresion de VLDLR a nivel proteico se incrementd por la cardiomiopatia
(ICM: 15.48+10.61 vy
DCM:11.64+4.90 vs CNT:3.68+2.98, P=0.05 y P=0.01, respectivamente) (Figura

9A). Los resultados de inmunohistoquimica confirmaron la falta de diferencias en

independientemente de la etiologia de la misma

la expresion de VLDLR entre miocardio de pacientes DCM e ICM (Figura 9B). El
receptor de LDL disminuy6 en situacion de cardiomiopatia independientemente de
la etiologia de la misma (ICM: 3.75+4.57 y DCM: 3.19£1.94 vs 11.14+10.90,
P=0.016 y P=0.012, respectivamente) (Tabla 4).

EJEMPLO 7 — ANALISIS DEL NIVEL DE LiPIDOS NEUTROS EN MUESTRAS
DE MIOCARDIO PROCEDENTES DE SUJETOS CONTROL, PACIENTES CON
CARDIOMIOPATIA IDIOPATICA DILATADA (DCM) O CON CARDIOMIOPATIA
ISQUEMICA (ICM).

Los resultados de cromatografia en capa fina (Figura 10A) demostraron que el
miocardio de los pacientes con ICM tenia niveles superiores de CE que el de los
pacientes con DCM o los controles (92.2+68.3 vs 49.7+9.9 o 39.0+1.8, P=0.05)
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(Figura 10B). Aunque el nivel de TG fue superior en el miocardio de pacientes con
DCM o ICM respecto a controles (111.3+60.7 y 100.2+44.4 vs 50.8+39.4, P=0.05
y P=0.04) (Figura 10C), no se observaron diferencias significativas entre estos
dos grupos de pacientes. No hubo diferencias en el contenido de colesterol libre
5 de los corazones procedentes de los distintos grupos estudiados (Figura 10D). Se
encontr6 que la expresidbn miocardica de LRP1 correlacionaba muy
significativamente y positivamente con el contenido de CE tanto a nivel de ARNm
(R*=0.69, P<0.0001) (Figura 11A) como de proteina (R?=0.66, P<0.0001) (Figura
11B). En mucho menor grado que el LRP1, la expresion miocardica de VLDLR
10 también correlaciond positivamente con el contenido de CE a nivel de ARNm
(R?=0.32, P=0.03) (Figura 12A) y a nivel de proteina (R*=0.27, P<0.01) (Figura
12B). La correlacién entre LRP1 o VLDLR y contenido en colesterol esterificado
en el corazén se observo especificamente en el grupo de la cardiomiopatia

isquémica (Tabla 5).

15
Table 5. Correlaciones entre la expression de receptores lipoproteicos y el contenido
miocardico de colesterol esterificado dependiendo de la etiologia de la insuficiencia
cardiaca.
DCM ICM
(n=10) (n=13)
R’ P R’ P
ARNm LRP1 0.012 0.075 0.74 <0.0001
Proteina LRP1 0.032 0.65 0.78 <0.0001
ARNm VLDLR 0.001 0.93 0.27 0.05
Proteina VLDLR 0.031 0.63 0.33 0.05
DCM: cardiomiopatia dilatada; ICM: cardiomiopatia isquémica

EJEMPLO 8. LA HIPOXIA NO INCREMENTA LA EXPRESION DE LRP1 EN
CARDIOMIOCITOS SILENCIADOS PARA LA EXPRESION DE HIF-1 ALFA.

20 Para estudiar el papel de HIF-1 alfa en la regulacion al alza del LRP1 por la
hipoxia, se inhibid la expresién de HIF-1alfa con un siRNA especifico (Applied
Biosystems, siRNA ID 4390815) mediante nucleofeccion. siRNA-anti HIF-1alfa
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pero no siRNA random previno completamente el incremento de la proteina HIF-
1alfa (3.8 veces) inducido por la hipoxia (Figura 13A, panel izquierdo) en
cardiomiocitos HL-1. La hipoxia no ejercid ningun efecto sobre la expresidn
proteica de LRP1 en cardiomiocitos HL-1 deficientes en HIF-1 alfa (Figura 13A,
panel derecho) pero si que incremento significativamente la expresion de LRP1 en
HL-1 control y transfectadas con siRNA-random. Como se muestra en la Figura
13B, los resultados de PCR tiempo real demostraron que la inhibicion de HIF-1
alfa previene eficientemente la regulacién al alza de los receptores LRP1 y
VLDLR inducidas por la hipoxia. Por el contrario, la inhibicién de HIF-1 alfa no
ejercié ningun efecto en la supresion del receptor clasico de LDL (LDLR) inducida

por hipoxia.

EJEMPLO 9. LA PROTEINA UBIQUITINA LIGASA E3 CHFR MODULA LA
ESTABILIDAD DE LA PROTEINA LRP1 Y MEDIA EL EFECTO DE LAS
LIPOPROTEINAS DE BAJA DENSIDAD MODIFICADAS POR AGREGACION
EN LA UBIQUITINACION DE LA CADENA BETA DEL RECEPTOR LRP1.

Para conocer el efecto de la proteina CHFR en los niveles de proteina de LRP1,
se silencié la expresion proteica de CHFR mediante siRNA especificos por
nucleofeccion. Como se observa en la Figura 14A, tanto siRNA-CHFR (Applied
Biosystems, siRNA ID s 31393) como LDLag (100 pg/mL) disminuyeron la
expresion de ARNm para CHFR en un 70% y un 50%, respectivamente. Cuando
siRNA-CHFR y LDLag se adicionaron conjuntamente al medio de cultivo, la
expresidon de ARNm de CHFR se redujo hasta un 30%. De acuerdo con estos
resultados, el analisis por “Western blot” demostré que los niveles proteicos de
CHFR se redujeron en un 56% por LDLag, en un 39% mediante siRNA-CHFR vy
en un 27% por el tratamiento conjunto (Figura 14B & Figura 14C).
Concomitantemente con la reduccidon de CHFR se observé un incremento
significativo de la expresion de LRP1 por LDLag (1.72-veces) por siRNA-CHFR
(en 1.9-veces) y por los dos tratamientos (2.26-veces) (Figura 14B & Figura 14D).
Como se observa en la Figura 15A, la LDLag (100 pg/mL, 20 horas) redujo la
expresion proteica de CHFR en un 33% y aumento la expresion de LRP1 en 2.5
veces. La disminucion de la expresion de CHFR por LDLagregada (LDLag) dio
lugar a una disminucion en la ubiquitinacion de la cadena beta del LRP1 (Figura

15B) y a un incremento en la vida media de la proteina LRP1 (Figura 15C).
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EJEMPLO 10. LOS ANTICUERPOS ANTI-P2 Y ANTI-P3 DISMINUYEN LA
ACUMULACION INTRACELULAR DE COLESTEROL ESTERIFICADO
PROCEDENTE DE LA CAPTACION DE LDL MODIFICADA POR AGREGACION
EN CELULAS VASCULARES EN HIPOXIA. Como se muestra en la Figura 16,
los anticuerpos anti-P2 y anti-P3 fueron capaces de competir con las LDL
modificadas por agregacion y de inhibir significativamente la acumulacién de
colesterol esterificado procedente de la captacion de LDLag. Anti-P2 y anti-P3,
disminuyeron la acumulacién intracelular de colesterol esterificado en un 50% vy

en un 30%, respectivamente, en CMLV en hipoxia.

EJEMPLO 11. LOS ANTICUERPOS ANTI-P1 DISMINUYEN LA ACUMULACION
INTRACELULAR DE COLESTEROL ESTERIFICADO PROCEDENTE DE LA
CAPTACION DE VLDL EN CARDIOMIOCITOS HIPOXICOS. Como se muestra
en la Figura 17, los anticuerpos anti-P1 fueron capaces de competir con VLDL y
de inhibir significativamente la acumulacion intracelular de colesterol esterificado

procedente de la captacion de VLDL en un 56% en cardiomiocitos HL-1 hipoxicos.

EJEMPLO 12.

HITO I. OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES Y MOLECULAS
DE PEQUENO TAMANO PARA SU APLICACION EN MODELOS IN VIVO DE
INFARTO AGUDO DE MIOCARDIO

Sobre la base de los anticuerpos policlonales obtenidos segun el procedimiento
descrito en esta memoria, se obtienen anticuerpos monoclonales y moléculas de
pequeno tamafo con capacidad de inhibir la captacion del colesterol de las VLDL

por los cardiomiocitos en modelos in vivo.

Para la realizacion de este trabajo se cuenta con la colaboracion de la Unidad de
Produccion de Anticuerpos de la Universidad Autbnoma de Barcelona
(Responsable: Antoni Iborra), también se realiza la purificacion de estos
anticuerpos para eliminar las endotoxinas y poder suministrar estos anticuerpos

en el modelo in vivo.
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HITO 1. PAPEL DE LA INHIBICION DEL RECEPTOR LRP1 EN
CARDIOPROTECCION EN MODELOS /N VIVO DE INFARTO AGUDO DE
MIOCARDIO.

Se estudia el efecto de las moléculas desarrolladas en el hito | en:

lla. Cultivos celulares de cardiomiocitos.

IIb. Modelos in vivo de infarto agudo de miocardio: ratén y cerdo.

El hito Il se desarrolla en su totalidad en EI Centro de Investigacidén
Cardiovascular (CSIC-ICCC) provisto de los laboratorios, equipos y personal
cientifico especializado para desarrollar las siguientes procedimientos
experimentales: cultivos celulares, estabulario, plataforma de Gendmica,
laboratorio de Protedmica, Microscopio Confocal con Scanner de Resonancia,
Plataforma de Inmunocitologia e Inmunohistoquimica y Plataforma de Citometria
de Flujo.

*Cada una de estas plataformas tiene un investigador (Doctor) como responsable.
En este centro cuentan con las plataformas y metodologia adecuadas para
realizar la mayor parte de los estudios. La mayor parte de las técnicas que se
requieren estan ya puestas a punto y han sido adaptadas a los objetivos

propuestos en este proyecto.

EJEMPLO 13. MATERIALES Y METODOS

13.1 Cultivos celulares

|. Cultivos de la linea celular HL-1

La linea celular HL-1 fue amablemente cedida por el Dr. W.C. Claycomb
(Louisiana State University Medical Center, New Orleans, Lousiana, USA). Estas
células muestran caracteristicas similares a las de los cardiomiocitos. Estas
células se mantuvieron en medio Claycomb (JRH Biosciences, Lenexa, KS, USA)
suplementado con un 10% de FCS (invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA),
norepinefrina (100 pM), penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 pg/mL) y
amfotericina (0.25 pg/mL) en placas de cultivo recubiertas de fibronectina (12.5
Mg/mL) y gelatina (0.02%) a 37°C y en un 5% de CO..
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Il. Aislamiento y cultivo celular de miocitos ventriculares neonatales de rata

(NRVM)

Este estudio fue aprobado por el Comité de Investigacidn con animales del
Instituto Catalan de Ciencias Cardiovasculares (ICCC020/DMAH4711) y se

llevaron a cabo de acuerdo con la Guia para el Cuidado y la Utilizacién de

Animales de Experimentacion publicada por el Instituto Nacional US de Salud. Las
células NRVM se prepararon a partir de los ventriculos de corazones de ratas de
3-4 dias de edad. Los neonatos se sacrificaron por decapitacidn, se extrajeron los
corazones y se separaron los Atria. Se prepararon soluciones homogéneas
utiizando el kit “Neonatal Cardiomyocyte Isolation System” (Worthington
Biochemical Corporation) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
cardiomiocitos se separaron de los fibroblastos cardiacos mediante la presiembra
de estos en “wells” de plastico durante 90 min a 37°C y 5% CO2. Los
cardiomiocitos se mantuvieron en “wells” gelatinizados con un 1% de gelatina en
medio DMEM:M199 (Gibco) suplementado con 5% FBS, 10% suero de caballo
(Invitrogen) y 1% de P/S. Se afadié al medio de cultivo 1ug/mL de cytosine b-D-
arabinofuranosido (Sigma) para inhibir la proliferacion residual de fibroblastos. El
medio de cultivo se cambid un dia sin otro. Después de 48 horas de cultivo, los
miocitos exhibieron una contraccidon espontanea regular. Las células se utilizaron

para los experimentos después de 3-6 dias en cultivo.

Ill. Generacién de cardiomiocitos deficientes en LRP1.

Disefio de lentivirus miRNA para inhibir la expresion de LRP1

A) Se disefiaron distintas secuencias miR RNAI utilizando el sistema de Invitrogen
BLOCK-IT™ RNAI Designer para inhibir la expresion de LRP1 (XM_001056970)

mediante su incorporacién en lentivirus utilizados para infectar HL-1 y NRVM:

- las secuencias SEQ ID No: 1 y SEQ ID No: 2 corresponden con los
oligonucledtidos “top” y “bottom” del miR RNAIi disefiado y sintetizado
artificialmente para inhibir la expresion de LRP1 (miR RNAi-XM_001056970_1919
o RNAi1919);
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- las secuencias SEQ ID No: 3 y SEQ ID No: 4 corresponden con los
oligonucledtidos “top” y “bottom” del miR RNAIi disefiado y sintetizado
artificialmente para inhibir la expresion de LRP1 (miR RNAIi-XM_001056970_8223
o RNAIi8223);

- las secuencias SEQ ID No: 5 y SEQ ID No: 6 corresponden con los
oligonucledtidos “top” y “bottom” del miR RNAI disefiado para inhibir la expresion
de LRP1 (miR RNAI-XM_001056970_8531 o RNAI8531);

El plasmido pcDNA™ 6.2-GW/miR se utilizé como control negativo en todos los
experimentos de transfeccion: las SEQ ID No: 7 y SEQ ID No: 8 corresponden
con los oligonucledtidos “top” y “bottom” del control negativo universal
(pcDNA™6.2-GW/miR-neg).

B) Analisis de la expresién de ARNm de LRP1 en células HL-1 infectadas con
RNAIi1919 (SEQ ID No. 16), RNAI8223 (SEQ ID No. 17) o RNAIi8531 (SEQ ID No.
18) (Figura 3). Los datos se procesaron con un programa “software” que se basa
en el calculo relativo de la concentracidn de ARNm segun el valor Ct (threshold
cycle). Los datos se normalizaron por el control endégeno ARBP. Los resultados
se expresaron como el porcentaje de expresion respecto a las células infectadas

con el control negativo. *P<0.05 vs células transfectadas con el control negativo.

En nuestro caso el programa ha generado tres secuencias con capacidad para
inhibir el gen LRP1 [RNAI1919 (SEQ ID No. 16), RNAi8223 (SEQ ID No. 17) o
RNAi8531 (SEQ ID No. 18)] ademéas del control negativo (pcDNA™-
GW/miR_neg). El plasmido pcDNA™-GW/miR_neg contiene un inserto que forma
una estructura “hairpin” que se procesa en una forma de miRNA madura que es
incapaz de unirse a ninguno de los genes conocidos en vertebrados. Por tanto,
este plasmido sirve como control negativo para los experimentos de “knockdown”
realizados con vectores de expresion pcDNA™6.2-GW/miR. Se emplean también
las SEQ ID No: 9 y SEQ ID No: 10 sintetizadas artificialmente que corresponden
respectivamente con las secuencias de ADN de los vectores pLenti6.4™-CMV-
MSGW y pcDNA™8.2_GW.
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V. Produccion de las particulas de lentivirus

Para generar el vector de expresion miR RNAI se anillaron los oligos y se ligaron
en el vector lineal pcDNA™6.2_GW/miR (SEQ ID No. 10). Posteriormente, se
transformaron células competentes E.Coli con el DNA ligado y se seleccionaron
las células en medio LB suplementado con 50 pg/mL de espectinomicina.
Posteriormente, se transfirieron las construcciones miR RNAi a los vectores
pDONR™221 (SEQ ID No. 11) mediante la reaccién catalizada por la BP clonasa
Il (Figura 4B).

Entonces se transfirié la secuencia miRNA del clon pENTR™221 (SEQ ID No. 12)
junto con el plasmido pENTRS-CMV (Invitrogen) al vector plLenti6.4/R4R2/V5-
DEST™ (SEQ ID No. 23) mediante la reaccién catalizada por la LR clonasa |I
(Figura 4C). Se emplean también las SEQ ID No: 11 y SEQ ID No: 12 sintetizadas
artificialmente que corresponden respectivamente con las secuencias de ADN de
los vectores pPDONR™221 (SEQ ID No. 11) y pENT™221 (SEQ ID No. 12).

Se transformaron las células competentes E. coli con el vector de expresion
recombinante pLenti6.4™-CMV-V5-MSGW/miR (Life Technologies (Invitrogen)) y
se seleccionaron las células en LB suplementado con ampicilina. Se picaron
colonias y se cultivaron durante la noche en medio LB con ampicilina. Se realiz
la digestion con Hind para comprobar que se habia producido una recombinacién
correcta. Los lentivirus (preferiblemente pLenti6.4™-CMV-MSGW/miR-XM-
001056970-1919 (SEQ ID No. 21); pLenti6.4™-CMV-MSGW/miR-XM-001056970-
8223 (SEQ ID No. 24); pLenti6.4™-CMV-MSGW/miR-XM-001056970-8531 (SEQ
ID No. 20): pLenti6.4™-CMV-MSGW/miR-neg (Life Technologies (Invitrogen)), se
utilizaron para transfectar los cardiomiocitos HL-1 y NRVM.

El dia anterior a la transfeccién, se sembraron células embrionarias de rifidn
293T. Se mezclaron el vector de ftransferencia lentiviral (pLenti6.4-CMV-
MSGW/mIR, 6 ug) (SEQ ID No: 9), el plasmido de la cubierta viral (pMD-G-VSV-G
(Sigma Aldrich), 2ug) y la construccion de empaquetamiento (pCMV-AR8.2 (SEQ
ID No. 22), 4 pg) con cloruro sddico 150 mM y la mezcla se adiciond a una
solucién llamada “Polyplus transfection”. La mezcla se incubé a temperatura
ambiente durante 20 min. Esta solucién se adicion6 gota a gota a las células 293T

que se incubaron durante 16 horas a 37°C y con un 5% CO2. Al dia siguiente, se
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retird la solucidén de transfeccidn y se adiciond a las células medio sin FBS. A las
48 horas de incubacién, se recogio el sobrenadante, se centrifugd y se filtrd
mediante un filtro de 0.45 um de baja union. El sobrenadante filtrado se concentrd
mediante filtros Amicon siguiendo las instrucciones del fabricante. Los distintos
“stocks” generados asi como el control negativo de lentivirus se titularon por el

método de la blasticidina.

V. Generacién de cardiomiocitos deficientes en LRP1.

En los experimentos de transfeccién transitoria, las NRVM confluentes se
incubaron durante 18 horas en presencia de lentivirus con 10 MOI. En los
experimentos de transfeccion estable, tres dias después de la infeccion por los
virus, las células HL-1 se trataron con blasticidina (10 ug/mL). EI medio se
remplazé con medio fresco con blasticidina cada 3 o 4 dias hasta que las colonias
resistentes a blasticidina se identificaron. Los clones con la maxima inhibicién en

la expresion de LRP1 se seleccionaron y se crecieron.

13.2 Obtencién de células musculares lisas de pared vascular humana

Para la obtencion de las CMLV se utilizaron arterias coronarias humanas
siguiendo la técnica de explantes establecida por nuestro grupo (Llorente-Cortés
et al, ATVB 2000; Llorente-Cortés et al, Circulation 2002). Para la realizacion de
los experimentos se utilizaron CMLVs descongeladas o subcultivadas entre el 3er
y el 7° pasaje. Para los tratamientos en condiciones de normoxia (21% O;) se
utilizdé un incubador Nirco con un ambiente de un 74% N2 y un 5% CO,, y para la
hipoxia un incubador Anoxic Workstation H35de Don Whitley Scientific Ltd. con
una mezcla de gases de 1% O, 94% N3, 5% CO..

13.3 Aislamiento y caracterizacién de VLDL y LDL

Las VLDL (d4.001-d1.019 9/mL) y LDLs (d1.019-d1.063 g/mL) humanas se obtuvieron
a partir de “pool” de sueros de voluntarios normolipémicos. Las preparaciones de
VLDL y LDL que se utilizaron para los experimentos fueron siempre de menos de
24 horas y sin niveles detectables de malonaldehido o endotoxina. La
modificacion de las LDL por agregacion se realizé de forma mecanica (Llorente-
Cortés et al, ATVB 1998). Las LDL nativas se llevaron a una concentracién de

1mg/mL diluyéndolas en tampdn PBS y se agitaron de forma intensa mediante un
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agitador vortex durante 4 minutos a temperatura ambiente (T.A.). Después, se
centrifugaron a 10000xg durante 10 minutos a T.A. para precipitar la LDLag y se
descartd el sobrenadante. La LDLag se resuspendi® en PBS hasta una
concentracion proteica de 1mg/mL. La LDLag obtenida por agitacion presenta una
estructura y funcionalidad similar a la producida por incubacién con el
proteoglicanos versican de la matriz extracelular (Llorente-Cortés V et al, ARVB
2002).

13.4 Medida de la estabilidad de la proteina LRP1

Para medir la estabilidad de la proteina LRP1, se utilizd cicloheximida, un
inhibidor de la traduccidon en eucariotas. Las CMLV se pre-expusieron a LDLag
(100 pg/mL) durante 18 horas antes de la adicién de cicloheximida (100 uM). Las
células se recogieron a los siguientes tiempos después del tratamiento con
cicloheximida (6, 12, 24 y 32 horas), se recogieron en tampoén de lisis y la
concentracion de proteina LRP1 se analizd por “Western blot”. La estabilidad de la
proteina de LRP1 se determind como la proporcion de proteina inicial que

quedaba a cada tiempo después del tratamiento con cicloheximida.

13.4 Immunoprecipitacion de la proteina LRP1 ubiquitinada.

Las proteinas poliubiquitinadas se inmunoprecipitaron utilizando el kit
“Ubiquitinated Protein Enrichment Kit” (Calbiochem 662200). Una alicuota del
extracto proteico se aplicd a bolas enriquecidas con poli-ubiquitina y otra alicuota
a bolas control negativo. Después de la immunoprecipitacion, las membranas se
incubaron con anticuerpos anti-LRP1 (Epitomics, 2703-1, dilucion 1:7000) y
anticuerpos anti-ubiquitina (Calbiochem, 662099, dilucion 1:5000).

13.5 Produccion de Anticuerpos policlonales
I._Sintesis de los péptidos: Se designaron tres péptidos sobre la base de la

secuencia del cluster Il de la cadena alfa del LRP1 (SEQ ID NO. 19). Las

secuencias de estos péptidos y su localizacién son:

J Péptido 1 (P1): CTNQATRPPGGSHTDE (SEQ ID No. 13), la S sustituye a
la C de la secuencia LRP1 humana original (1051-1066).
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J Péptido 2 (P2): DSSDEKSSEGVTHVC (SEQ ID No. 14), la S sustituye a la
C de la secuencia LRP1 humana original (1090-1104).

J Péptido 3 (P3): GDNDSEDNSDEENC (SEQ ID No. 15) la S sustituye a la
C de la secuencia LRP1 humana original (1027-1140).

Estos péptidos se sintetizaron en la Unidad de Técnicas Separativas y Sintesis de
Péptidos de la Universidad de Barcelona mediante un método de fase sélida
utilizando un sintetizador de péptidos y se purificaron mediante cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) mediante deteccidén UV a 254 nm. Los péptidos
purificados se caracterizaron por espectrometria de masas. Posteriormente, los
péptidos se acoplaron al “carrier” KLH para realizar la inmunizacién y al “carrier”
albumina para hacer un “test’” de los anticuerpos generados mediante la técnica
de ELISA.

Il. Inmunizacion de los animales: La produccion de los anticuerpos policlonales se

realizd en el Servicio de Cultivos Celulares, Produccion de Anticuerpos vy
Citometria de la Universidad Auténoma de Barcelona (UAB). El estudio en
animales se aprobd por el Comité de Investigacidn en Animales de la UAB y el
gobierno catalan. Para cada péptido, dos grupos de tres ratones Balb/c (8
semanas) se inmunizaron intraperitonealmente con 50 microgramos de los
péptidos conjugados con KLH. Se extrajo una pequeia cantidad de sangre para
testar la presencia de anticuerpos frente a los péptidos mediante el método de
ELISA.

El suero de los ratones se recogié siguiendo las guias de inmunizacién. Los
anticuerpos especificos para cada péptido se purificaron inmovilizando los
péptidos en columnas de afinidad SulfoLink de acuerdo con las instrucciones del

fabricante y sus niveles se analizaron por ELISA.

/ll. ELISA Los niveles de anticuerpos especificos en las muestras de suero asi
como los de los anticuerpos anti-péptido purificados se determinaron por ELISA.
Brevemente, los péptidos conjugados con BSA y BSA sola se inmovilizaron en
placas de 96 pocillos a una concentracién de 1 pg/mL durante 60 minutos en un

tampdn carbonato 0.1 M y pH 9.6. Después de bloquear con BSA 1% en PBS, las
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placas se incubaron con anticuerpos primarios a diferentes diluciones, seguido de
una incubacién con anticuerpo secundario unido a peroxidasa. La reaccién
enzimatica se realizé en un equipo Sigma-Fast OPD. Después de 30 minutos, la

densidad optica se midié a 450 nm en un lector de placas.

13.6 Extraccion lipidica y determinacion de los niveles de colesterol
esterificado (CE), colesterol libre (FC) y triglicéridos (TG)

Siguiendo la incubacién celular con VLDL, las células se lavaron exhaustivamente
y se recogieron en NaOH. En el caso del tejido miocardico, se pesaron 5 mg, se
homogeneizé y se triturd también en NaOH. El homogenado celular o tisular se
utilizé para la extraccion de lipidos mediante el método de Bligh and Dyer con
pequefias modificaciones. La extraccion lipidica se realizé adicionando una
mezcla de metanol/diclorometano (2:1, vol/vol). Después de la evaporacion del
solvente organico, el extracto se disolvid en diclorometano y se utilizd para
cromatografia en capa fina (CCF). La CCF se realizd en placas de silica G-24. Se
utilizé una mezcla de estandares (colesterol, colesterol palmitato, triglicéridos,
diglicéridos y monoglicéridos) que se aplicaron en cada placa. La solucion
cromatografica fue heptano/dietileter/acido acético (74:21:4, vol/vol/vol). Las
bandas correspondientes a CE, FC y TG se cuantificaron por densitometria frente
a una curva estandar de colesterol palmitato, colesterol y triglicéridos,

respectivamente utilizando un densitometro.

13.7 Preparacion de VLDL doblemente marcada

Para preparar VLDL doblemente marcada con radiactividad, se formd una capa
de cholesteryl-1,2-[*H]-(N) (125 uCi) y glicerol trioleato [**C] en una botella de
fondo redondeado mediante evaporacién del solvente organico a 37°C bajo vacio.
Entonces, se adicionaron 50 mL de plasma humano y la botella se quedd rotando
en un bafo de agua a 37°C durante 30 horas. Se aislaron las VLDL mediante
ultracentrifugacion secuencial, se dializaron en columnas PD10 y se filtraron. La
actividad especifica de las VLDL fue de 492 cpm/ug proteina para [°H] y 102
cpm/ug proteina para ['*C].

13.8 Determinacion de la captacion de VLDL-[’H]-CE y VLDL-[**C]-TG por los

cardiomiocitos
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Células HL-1 quiescentes control o deficientes en LRP1 se incubaron con VLDL
doblemente marcada (1.8 mM, 18 horas). Al final del periodo de incubacion, las
células se lavaron y se recogieron en NaOH 0.1 M. Se determinaron los niveles
de radiactividad en 50 yL de homogenado celular en un contador de centelleo
(Beckman Coulter, LS6500) y las cuentas (dpm) se normalizaron por la proteina

celular.

13.9 Analisis de la expresion de ARNm y proteina
Para la extraccion tanto de ARNm como de proteina, las células o el tejido se
homogeneizaron en el reactivo de aislamiento TriPure siguiendo las instrucciones

del fabricante.

I. Expresion de ARN mensajero (ARNm)

La expresién de ARNm de LRP1, VLDLR,LDLR y CHFR se analiz6 mediante PCR
a tiempo real utilizando el equipo PCR-7000 Sequence Detection System de
ABIPRISM (Applied Biosystems) con los siguientes “assays-on-demand”: LRP1
(Rn01503901 0 MmO00464601_m1), VLDLR (Rn01498166_m1 0
MmO00443281_m1), LDLR (Rn00598440_m1 o MmO01151339_m1) y CHFR
(Hs00943495 _m1). ARBP (Rn00821065_g1) y GAPDH (4326317E) se utilizaron
como control endégeno. La PCR tiempo real se realizd con 1uL del producto de la
retrotranscripciéon em 10 yL de PCR Master Mix con los cebadores a 300 nM vy la
sonda a 200 nM. Los Ct (threshold cycle) se utilizaron para el célculo de la

expresion que se normalizé por los Ct del control enddgeno.

Il. Expresion proteica

Se aislo la proteina mediante el método TriPure y se resuspendidé en SDS. Las
membranas se incubaron con anticuerpos monoclonales frente a LRP1 (cadena 3,
clon 8B8, RDI61067), o VLDLR (Santa Cruz Biotechnology Inc, D-17, sc-11823)
LDLR (Epitomics, 1956-1) o CHFR (Cell Signaling, 4297, dilucién 1:1000). Para
comprobar la carga de proteina, se tifieron las membranas con Ponceau y se
incubaron las membranas con anticuerpos frente a B-tubulin (Abcam, ab6046) en
el caso de HL-1 o con anticuerpos frente a GAPDH (Santa Cruz Biotechnology,
Inc, sc-20357) en el caso de NRVM.
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Los anticuerpos monoclonales frente a LRP1 se han utilizado para la deteccion de
la cadena citoplasmatica de LRP1 (cadena beta, citoplasmatica) por la técnica de
“‘westerm blot” y por tanto no servirian para inhibir la capacidad de union de la

cadena alfa del LRP1 (extracelular).

13.10 Modelo in vivo de isquemia miocardica

Se estudiod el perfil de lipidos neutros y la expresidn de receptores lipoproteicos en
el miocardio de un grupo de cerdos macho (Crossbred commercial pigs
(Landrace-Largewhite) en los que se indujo infarto agudo de miocardio mediante
oclusion de la arteria coronaria descendiente izquierda (LAD) durante 1.5 horas
(n=6) y se compard con un grupo control (sham, intervencién sin oclusién, n=3) tal
como se detalla en los trabajos previamente publicados (Vilahur G et a/, J Thromb
Haemost 2009; Vilahur G ef al, J Mol Cell Cardiol 2011). La arteria coronaria se
ocluyé mediante angioplastia por “ballon” via femoral. El lugar de la oclusién fue
distal con respecto a la rama diagonal primera. Noventa minutos de oclusién
resulta en infartos grandes y transmurales que estan asociados a un proceso de
remodelado. Se tomaron muestras del la periferia de la zona de necrosis en la
zona septal (zona isquémica) y del ventriculo izquierdo en la zona remota

respecto al infarto (zona no isquémica) y se utilizaron para el analisis molecular.

13.11 Pacientes

Se recogieron un total de 55 corazones explantados a 26 pacientes con
cardiomiopatia idiopatica dilatada (DCM) y 29 pacientes con cardiomiopatia
isquémica a los que se sometid a trasplante en el Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau de Barcelona o el Hospital La Fe de Valencia. Los pacientes se clasificaron
segun los criterios de la Asociacion del Corazén de New York (NYHA) y recibieron
el tratamiento segun las guias de la Sociedad Europea de Cardiologia. Los datos
bioquimicos y ecograficos de estos pacientes se muestran en la Tabla. Se obtuvo
consentimiento informado de todos los pacientes de acuerdo con nuestras guias
institucionales. Cuatro corazones no enfermos obtenidos de donadores que

sufrieron un accidente de trafico fueron utilizados como controles.
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13.12 Immunohistoquimica

Las muestras de miocardio se cortaron en bloques apropiados y se sumergieron
en solucién fijadora (paraformaldehido al 4%) y después se embebieron en OCT,
se cortaron en laminas de 5 ym de grosor y se colocaron en portas de poly-L-
Lisina. Se utiliz6 como anticuerpo primario anti-LRP1 (Research Diagnostica,
PRO61067). Previamente a la incubacion, las secciones se lavaron y se inhibié la
actividad de peroxidasa enddégena con H,QO, utilizando el suero de caballo para
inhibir la actividad inespecifica. El anticuerpo primario se detectd mediante la
técnica de inmunoperoxidasa avidina-biotina utilizando un anticuerpo secundario
biotinilado (Vector). Se usé 3,3-diaminobenzidina como cromdgeno vy
hematoxilina para la tincidon nuclear. El protocolo fue similar para la tincion del
VLDLR (Santa Cruz Biotechnology, sc-18824) excepto que hubo mayor
permeabilizacion antes de aplicar el anticuerpo primario. Las imagenes se
capturaron con un microscopio Nikon Eclipse 80i y digitalizadas con una Camara

Retiga 1300i Fast (magnificacion x240).

13.13 Cultivos celulares de cardiomiocitos para la obtencién de anticuerpos
monoclonales y moléculas de pequefio tamafio para su aplicaciéon en
modelos in vivo de infarto agudo de miocardio

Como modelo de cardiomiocitos adultos se utiliza la linea celular de cultivos HL-1.
Esta linea celular ha sido amablemente cedida por el DR. W.C. Claycomb
(Louisiana State University Medical Center, New Orleans, Louisiana, USA) y tiene
unas caracteristicas fenotipicas similares a las del cardiomiocito adulto (Claycomb
WC et al, PNAS 1998). Las células HL-1 se mantendran en medio Claycomb (JHR
Biosciences, Lenexa, KS, USA) con suero bovino fetal (10%), norepinefrina (100
U/mL) y antibiético. Las placas de cultivo se cubrirdn previamente a la siembra
con fibronectina y gelatina y las células HL-1 se cultivaran en paralelo en
condiciones de normoxia € hipoxia y en ausencia o presencia de lipoproteinas
(Castellano J et al. JMCC 2011%*). En este momento disponemos de lineas
estables de cardiomiocitos control y deficientes en LRP1 que hemos generado
mediante transfeccion con lentivirus con secuencias miRNA inhibitorias de la
expresion de LRP1 (pLenti6.4-CMV-MSGW/mIR, Invitrogen). Compararemos el

efecto de los minireceptores solubles y de los anticuerpos generados en la
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prevencién de la transferencia de colesterol esterificado desde las VLDL a los

cardiomiocitos hipoxicos.

13.14 Induccién del infarto agudo de miocardio para el estudio del papel de
la inhibicion del receptor Irp1 en cardioproteccion en modelos in vivo de

infarto agudo de miocardio

. Raton - Como modelo de ratdbn se escogen los ratones transgénicos
apoE3leiden (E3L) cuyo patron de dislipemia se parece a la de los pacientes con
disbetalipoproteinemia, en los cuales la elevacion tanto de colesterol como de
triglicéridos esta limitada a las VLDL. Tras la anestesia de los ratones por via
intraperitoneal con una mezcla de ketamina (50mg/ml) y xylacina (2%), se intuban
endotraquealmente y se conectan a un ventilador. Se realiza una toracotomia
izquierda, entre el 4° y el 5° espacio intercostal para poder acceder al corazén. La
arteria coronaria izquierda se ocluye con un hilo de sutura 5-0, aproximadamente
a 2 mm del origen, entre el borde del atrio izquierdo y el surco de la arteria
pulmonar; se cruzan los hilos de forma tal de detener completamente el flujo sin
dafiarla. La oclusion se confirma visualmente por el cambio de coloracion del
miocardio afectado y la desoclusion se verifica mediante la desaparicion del area

de cianosis epicardica.

Il. Cerdo - El modelo porcino es ideal como modelo preclinico en cardioproteccion
ya que la circulacion coronaria colateral y la anatomia arterial de cerdos vy
humanos es similar. Ademas el tamafo del infarto es faciimente predecible. La
induccién del infarto en el modelo porcino se realiza tal como se ha descrito
previamente en nuestro Centro de Investigacién (Vilahur G et al, JMCC 2011).
Doce horas antes de la induccidn experimental de infarto agudo de miocardio
(IAM), se administra una dosis de carga de clopidogrel (150mg/kg). La anestesia
se aplica mediante inyeccion intramuscular de Zoletil ® (7mg/Kg), Dormitorio ®
(7mg/kg) y atropina (0.03mg/Kg). Los animales se someten a intubacidn
endotraqueal, y se mantiene la anestesia por inhalacién de isofluorano (1,5-2%).
La infusién continua de amiodarona (300 mg, 75 mg / h) se inicia en el inicio del
procedimiento en todos los cerdos como profilaxis de arritmias ventriculares

malignas. Se utilizan imagenes de angiografia para guiar la colocacién de una
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angioplastia con baldn (por debajo de la primera rama diagonal). La angioplastia
con baldon (2.5-3 mm) se infla a la presion nominal (la oclusién completa de la
arteria coronaria se verificara por fluoroscopia). La oclusién se mantiene durante
noventa minutos y los niveles de oxigeno y el electrocardiograma se
monitorizaran durante todo el procedimiento quirurgico. El sitio de la oclusion se

situa inmediatamente distal al origen de la primera rama diagonal.

13.15 Liberacion de los anticuerpos

Los anticuerpos se inyectan intraperitonealmente durante la cirugia y en un
estudio piloto se realiza un estudio de la dosis de anticuerpo requerida para inhibir
la captacién masiva del colesterol de las VLDL por el cardiomiocito en situacién

de isquemia.

13.16 Estudio del tamano del infarto

I. Ratén - Para determinar el tamano del infarto, se sacrifican los animales y el
corazdn se monta en un aparato Langendorff para prefundir el corazén con formol
al 10%. Después de la fijacidn se mide el area de cicatriz en las secciones tefidas
con tricromico de Masson (Sigma-Aldrich) mediante el “software” de imagenes

Bioquant y se expresara como porcentaje del area total del ventriculo izquierdo

Il. Cerdo - Después del sacrificio, se realizan cortes del corazédn de 5 mm de
espesor desde el vértice hacia el surco auriculoventricular. Cortes alternativos se
utilizaran para tincién con trifenil cloruro de tetrazolio (TTC) y para Biologia
Molecular. También se obtiene sangre de estos animales antes de la oclusion de
la arteria coronaria y antes del sacrificio para la deteccidn de marcadores de

necrosis miocardica tales como la troponina-l y CK-MB / CK.

13.17 Parametros ecocardiograficos
Se realiza una ecocardiografia transtoracica antes y después de la cirugia
utilizando el sistema de imagenes Philips IE33 para cerdos y Vevo 2100

(VisualSonics Inc), equipado con una sonda de 30 MHz para los ratones.
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13.18 Técnicas relacionadas con el manejo de lipidos y lipoproteinas

. _Aislamiento de lipoproteinas. Las VLDL y LDL se obtienen por

ultracentrifugacion secuencial a 4°C en solucion de densidad de KBr a partir de
plasma de donantes normolipémicos. Las lipoproteinas se dializan y se analiza su
pureza por electroforesis en gel de agarosa tal y como hemos descrito
previamente (Llorente-Cortés V et al, ATVB 2002*; ATVB 2006%).

Il. Determinacion del contenido de colesterol libre, colesterol esterificado y

triglicéridos en muestras celulares y tisulares. La muestra celular se recoge

en NaOH vy la tisular se tritura y pesa exhaustivamente antes de realizar la
extraccion lipidica y la cromatografia en capa fina de las muestras segun hemos
descrito previamente (Llorente-Cortés V et al, ATVB 2002*, ATVB 2006*).

ll. Preparacion de PMICE-I'"*CITG-VLDL y determinacion de la captaciéon de CE

y TG por los cardiomiocitos

Se obtiene VLDL doblemente marcada con un método previamente descrito con
pequefias modificaciones. Se depositan el cholesteryl-1,2, - 3H—(N) (125 uCi) y el
glycerol trioleate [*C] (25 uCi) (PerkinElmer Life Sciences) en un frasco con fondo
redondeado para evaporar el solvente organico a 37°C bajo vacio. Entonces se
anaden 50 mL de plasma humano al frasco y se dejara en rotacién en un bafio de
agua bajo vacio durante 20 horas a 37°C. Posteriormente, se aislan las VLDL
marcadas radiactivamente por ultracentrifugacion, se dializan y se filtran
guardandose a 4°C y protegidas de la luz hasta su uso.

Se analiza en cultivos celulares la capacidad de los anticuerpos monoclonales
generados para inhibir la captacion de las VLDL marcadas. La captacién se
determina por medicion de la radiactividad en una alicuota de la suspensidn
celular utilizando un contador de centelleo LS6500. Las cpm obtenidas se

normalizan por la proteina celular.
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13.19 Técnicas de biologia molecular

. Obtencion de muestras a nivel tisular Se extraen los corazones de ratones

control y tratados a partir del ventriculo se obtiene una muestra para estudios de

Biologia Molecular y otra para inmunohistoquimica.

Il. Electroforesis en gel e “immunoblotting” (para el analisis de la expresion

proteica) Se estudia la expresion de proteina mediante electroforesis en geles de
SDS-poliacrilamida. La proteina se transfiere a filtros de nitrocelulosa que se
incubaran con los anticuerpos especificos de los genes en estudio (Llorente-
Cortés V, Circulation 2002*)

lll. PCR tiempo real (para el analisis de la expresion génica). EI RNA total se

aisla de las muestras recogidas en reactivo TriPureTM de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Los genes de interés se analizan mediante PCR
tiempo real después de realizar la sintesis de cDNA a partir de 1 ug de RNA

utilizando el "high capacity archive kit" (Llorente-Cortés et al, J Mol Biol 2006*).

IV. Ensayos de inmunoprecipitacién de proteinas.- Esta técnica se utiliza para

estudiar la formacion de complejos en el proceso de sefalizacion intracelular. Las
células se lisan en tampdn de lisis con inhibidores de proteasas. Los lisados se
limpian de “debris” mediante centrifugacion a 10,000xg durante 5 min a 4°C. La
proteina se incuba entonces con anticuerpos primarios y posteriormente con
agarosa unida a proteinas G durante toda la noche a 4°C. Los inmunoprecipitados
se recogen mediante centrifugacion a 10,000xg durante 5 min a 4°C, se
resuspenderan y se lavaran con tampdn de lisis. Posteriormente, los
inmunoprecipitados se resuspenden en tampdn de carga Laemli y se analizan

mediante analisis por “western-blot”.

V. Deteccion de la fosforilacion de la cadena citoplasmatica del LRP1-Se

utiliza anticuerpo anti-LRP1 como anticuerpo inductor de la immunoprecipitacion y
anticuerpo anti-fosfotirosina como anticuerpo para la deteccion del complejo
inmunoprecipitado en la membrana de transferencia (Boucher P et al, J Biol Chem
2002)
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VI. Zimografia- La actividad de las metaloproteasas se mide en los

sobrenadantes celulares mediante una zimografia que tiene como sustrato
gelatina. Se cargan cantidades equivalentes de sobrenadantes en geles de
poliacrilamida al 10% que contienen 1mg/mL de gelatina y se realiza la carrera a
4°C. La tincion de los geles se realiza con azul de Coomasie R-250 y
posteriormente los geles se destifien con acido acético (10%) y metanol (40%).
Las bandas claras presentes en el fondo azul indican la presencia de actividad
proteolitica. Estas bandas se cuantifican mediante densitometria (Otero-Vifias M

et al, Atherosclerosis 2007%).

VIl. Medida del estrés oxidativo- El compuesto permeable a las células (H2DCF-

DA) (no fluorescente) se usa para medir los niveles intracelulares de ROS. Dentro
de las células, este compuesto se de-esterifica a 2', 7'-dichlorofluorescein
(H2DCF) que al oxidarse por ROS da lugar al compuesto fluorescente (DCF) que
permanece dentro de las células. EIl H2DCF-DA se disuelve en DMSO y se afade
a las células. Estas se incuban con el compuesto durante 40 min a 37°C.
Entonces las células se recogen y se determina la intensidad de fluorescencia

mediante citometria de flujo.

LISTA DE SECUENCIAS

SEQ ID No. 1: oligonucleétidos “top” disefiados para inhibir la expresién de LRP1
(miR RNAI-XM_001056970_1919 o RNAIi1919)

SEQ ID No. 2: oligonucledtidos “bottom” disefiados para inhibir la expresién de
LRP1 (miR RNAi-XM_001056970_1919 o RNAIi1919)

SEQ ID No. 3: oligonucleétidos “top” disefiados para inhibir la expresién de LRP1
(MiR RNAI-XM_001056970_8223 o RNAIi8223)

SEQ ID No. 4: oligonucledtidos “bottom” disefiados para inhibir la expresién de
LRP1 (miR RNAiI-XM_001056970_8223 o RNAIi8223)
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SEQ ID No. 5: oligonucleétidos “top” disefiados para inhibir la expresién de LRP1
(miR RNAI-XM_001056970_8531 o RNAIi8531)

SEQ ID No. 6: oligonucledétidos “bottom” disefiados para inhibir la expresién de
LRP1 (miR RNAi-XM_001056970_8531 o RNAIi8531)

SEQ ID No. 7: oligonucleédtidos “top” disefiados para el control negativo universal
(pcDNA™6.2-GW/miR-neg)

SEQ ID No. 8: oligonucledtidos “bottom” disefiados para el control negativo
universal (pcDNA™6.2-GW/miR-neg)

SEQ ID No. 9: vector pLenti6.4™-CMV-MSGW
SEQ ID No. 10: vector lineal pcDNA™6.2_GW/mIR
SEQ ID No. 11: vector pDONR™221

SEQ ID No. 12: vector pENTR™221

SEQ ID No. 13: péptido P1, secuencia de aminoacidos del cluster Il de la cadena
alfa de la proteina LRP1, dentro de la secuencia se identifica la zona del cluster Il

1N7D, codificado por la secuencia localizada en intervalo de bases: [1051-1066].

SEQ ID No. 14: péptido P2, secuencia de aminoacidos del cluster Il de la cadena
alfa de la proteina LRP1, dentro de la secuencia se identifica la zona del cluster Il
1N7D Interface, codificado por la secuencia localizada en intervalo de bases:
[1090-1104].

SEQ ID No. 15: péptido P3, secuencia de aminoacidos del cluster Il de la cadena
alfa de la proteina LRP1, dentro de la secuencia se identifica la zona del cluster II:
1N7D Interface, codificado por la secuencia localizada en intervalo de bases:
[1127-1140].
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SEQ ID No. 16: RNAiI1919, pcDNAG.2-GW/miR-XM_001056970-1919.

SEQ ID No. 17: RNAi8223, pcDNAG.2-GW/miR-XM_001056970-8223.

SEQ ID No. 18: RNAIi8531, pcDNAB.2-GW/miR-XM_001056970-8531.

SEQ ID No. 19: secuencia de aminoacidos del cluster Il de la cadena alfa del
LRP1, dentro de la secuencia se identifican P1 (codificado por la secuencia
localizada en intervalo de bases [1051-1066]), P2 (codificado por la secuencia
localizada en intervalo de bases [1090-1104]), P3 (codificado por la secuencia
localizada en intervalo de bases [1127-1140]).

SEQ ID No. 20: pLenti6.4-CMV-MSGW/miR- XM_001056970 — 8531.

SEQ ID No. 21: pLenti6.4-CMV-MSGW/miR- XM_001056970 — 1919.

SEQ ID No. 22: construccion de empaquetamiento pCMV delta R8.2

SEQ ID No. 23: pLenti6.4/R4R2N/5-DEST™

SEQ ID No. 24: pLenti6.4™-CMV-MSGW/miR-XM-001056970-8223
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REIVINDICACIONES

1. Un agente modulador de la expresion y/o de la funcién de la proteina LRP1
caracterizado por ser util en el tratamiento y/o prevencion de al menos una

alteracion cardiaca asociada a isquemia.

2. El agente modulador de la expresion y/o de la funcién de la proteina LRP1
segun la reivindicacion 1, caracterizado por ser util en el tratamiento y/o
prevencion de la acumulacién de colesterol esterificado en los cardiomiocitos y/o

en las células musculares lisas de pared vascular asociados a isquemia.

3. El agente modulador de la expresion y/o de la funcion de la proteina LRP1
segun las reivindicaciones 1 y 2, caracterizado por ser util en el tratamiento y/o
prevencién de las alteraciones en el metabolismo del calcio y el remodelado

cardiaco asociados a isquemia.

4. El agente modulador de la expresion y/o de la funcién de la proteina LRP1
segun las reivindicaciones 1-3, caracterizado por ser util en el tratamiento y/o
prevencion de las alteraciones cardiacas asociadas a un infarto agudo de
miocardio u otra situacién clinica que cursa con isquemia, hipoxia 0 suministro

deficiente de oxigeno.

5. El agente modulador de la expresién y/o de la funcion de la proteina LRP1
segun las reivindicaciones 1 — 4, caracterizado por que dicho agente es un vector

de expresion recombinante.

6. El agente modulador de la expresién y/o de la funcién de la proteina LRP1
segun la reivindicacion 5, caracterizado por que el vector de expresion

recombinante es un lentivirus.

7, El agente modulador de la expresién y/o de la funcion de la proteina LRP1
segun la reivindicacion 6, caracterizado por que el lentivirus comprende al menos

un RNAI capaz de inhibir la expresién de la proteina LRP1.
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8. El agente modulador de la expresion y/o de la funcién de la proteina LRP1
segun las reivindicaciones 1 — 4, caracterizado por que dicho agente es un

anticuerpo.

9. El agente modulador de la expresién y/o de la funcion de la proteina LRP1

segun la reivindicacién 8, caracterizado por que es un anticuerpo monoclonal.

10.  El agente modulador de la expresion y/o de la funcién de la proteina LRP1

segun las reivindicaciones 1 — 4, caracterizado por que dicho agente es un siRNA.

11.  El agente modulador de la expresion y/o de la funcidn de la proteina LRP1
segun la reivindicacion 10, caracterizado por que el siRNA es un siRNA-anti-HIF-

1a.

12.  El agente modulador de la expresion y/o de la funcién de la proteina LRP1
segun la reivindicaciéon 10, caracterizado por que el siRNA es un siRNA-anti-
CHFR.

13.  El agente modulador de la expresién y/o de la funcidén de la proteina LRP1
segun las reivindicaciones 1 - 12, caracterizado por que dicho agente inhibe la

expresion y/o la funcion de la proteina LRP1.

14.  Una composicion farmacéutica caracterizada por comprender una cantidad
terapéuticamente efectiva de un agente modulador de la expresion y/o de la

funcion de la proteina LRP1 descrito en las reivindicaciones 1 — 13.

15. Un método de prevencidon y/o tratamiento de al menos una alteracion
cardiaca asociada a isquemia caracterizado por comprender la administracion a
un paciente de una cantidad terapéuticamente efectiva de un agente modulador
de la expresion y/o de la funcion de la proteina LRP1 descrito en las
reivindicaciones 1-13 o una composicion farmacéutica descrita en la reivindicaciéon
14.
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documento  particularmente relevante; la invencién
reivindicada no puede considerarse que implique una
actividad inventiva cuando el documento se asocia a otro u
otros documentos de la misma naturaleza, cuya combinacién
resulta evidente para un experto en la materia.

documento que forma parte de la misma familia de patentes.

Fecha en que se ha concluido efectivamente la bisqueda internacional.

30/10/2012

Fecha de expedicién del informe de busqueda internacional.

06 de noviembre de 2012  (06/11/2012)

Nombre y direccidn postal de la Administracién encargada de la
bisqueda internacional

OFICINA ESPANOLA DE PATENTES Y MARCAS

Paseo de la Castellana, 75 - 28071 Madrid (Espafia)

N° de fax: 91 349 53 04

Funcionario autorizado
M. Hernandez Cuellar

N° de teléfono 91 3498409
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Recuadro I1 Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de bisqueda (continuacién
del punto 2 de la primera hoja)

Este informe de biisqueda internacional no se ha realizado en relacién a ciertas reivindicaciones segtn el articulo 17.2.a) por los siguientes
motivos:

1. O Las reivindicaciones n*:
se refieren a un objeto con respecto al cual esta Administracidn no estd obligada a proceder a la blisqueda, a saber:

2. Las reivindicaciones n®: 1-7 y 13-15 (en parte)
se refieren a elementos de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos establecidos, de tal modo que no pueda
efectuarse una btisqueda provechosa, concretamente:

(Ver hoja adicional)

3. O Las reivindicaciones n*
son reivindicaciones dependientes y no estan redactadas de conformidad con los parrafos segundo y tercero de la regla 6.4(a).

Recuadro IIT Observaciones cuando falta unidad de invencién (continuacién del punto 3 de la primera hoja)

La Administracién encargada de la Buiisqueda Internacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud internacional, a saber:

(Ver hoja adicional)

1. D Dado que todas las tasas adicionales requeridas han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de
buisqueda de tipo internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de bisqueda.

2. [ Dado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de biisqueda podrian serlo sin realizar un esfuerzo que justifique tasas
adicionales, esta Administracién no requirid el pago de tasas adicionales.

3. D Dado que tan sélo una parte de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente
informe de bisqueda de tipo internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido
satisfechas las tasas, concretamente las reivindicaciones n®:

. Ninguna de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente
informe de bisqueda de tipo internacional se limita a la invencién mencionada en primer término en las reivindicaciones, cubierta

por las reivindicaciones n®:1-7 y 13-15 (parcialmente)

&~

Indicacion en cuanto a la protesta D Se acompail6 a las tasas adicionales la protesta del solicitante y, en su caso,
el pago de una tasa de protesta.

Se acompaii6 a las tasas adicionales la protesta del solicitante, pero la tasa de protesta
aplicable no se pagé en el plazo establecido para ello.

D El pago de las tasas adicionales no ha sido acompafiado de ninguna protesta.

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la primera hoja (2)) (Julio 2009)
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C (Continuacién).

DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria *

Documentos citados, con indicacidn, si procede, de las partes relevantes

Relevante para las
reivindicaciones n°

A

LLORENTE-CORTES V. ET AL., “Adipocyte differentiation-

relatedprotein

is induced by LRP1-mediated aggregatedLDL internalization
in human vascular smoothmuscle cells and macrophages”
Journal of LipidResearch (2007), 48, 2133-2140.

Citado en lasolicitud. todo el documento.

CASTELLANO J. ET AL., “Hypoxia Stimulates
Low-DensityLipoprotein Receptor—Related Protein-1
ExpressionThrough Hypoxia-Inducible Factor-1_

in HumanVascular Smooth Muscle Cells” Arterioscler
ThrombVasc Biol. (2011) 31:1411-1420. (publicado
enlinea 31 marzo 2011), todo el documento.

FUENTEALBA R. ET AL., “Low Density LipoproteinReceptor-related
Protein 1 Promotes Anti-apoptoticSignaling

in Neurons by Activating Akt SurvivalPathway”

Journal of Biological Chemistry (2009)vol.

284, n° 49, pag. 469-479. todo el documento.

1-7,13-15

1-7,13-15

1-7, 13-15
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CLASIFICACIONES DE INVENCION

CI2N15/113 (2010.01)
CO7K14/705 (2006.01)
A61P9/10 (2006.01)
AG61K48/00 (2006.01)
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CONTINUACCION DE RECUADRO II

Las reivinidcaciones, tal y como se encuentra redactadas, no cumplen los requisitos establecidos en el
Art.6 PCT.El término agente modulador de la expresion y/la funcién de LRP1 es un término ambiguo que
no define con claridad el objeto de la reivindicaciones.

Los productos de la presente solicitud estdn caracterizados funcionalmente. El solicitante debe tener en
cuenta que un producto en la medida de lo posible, como es el caso, debe definirse por sus caracteristicas
estructurales. El alcance de la materia reivindicada excede el alcance de la materia divulgada en la
descripcion. En este sentido se ha realizado una bisqueda de las reivindicaciones 1-7 y 13-15 en la medida
en que se refiren al lentivirus RNAi1919, que incorpora las secuencias SEQ ID No: 1y SEQ ID No: 2 ; el
lentivirus RNAi8223 que incorpora las secuencias SEQ ID No: 3 y SEQ ID No: 4; y el lentivirus
RNAi8531 que incorpora las secuencias SEQ ID No: 5 y SEQ ID No: 6.

CONTINUACION DE RECUADRO III

La presente solicitud de patente internacional no satisface el requisito de unidad de invencién. En esta
solicitud se reivindican tres tipos de productos diferentes caracterizados por ser moduladores de la
expresion y/o de la funcién de LRP1. En primer lugar los productos de la presente solicitud estd
caracterizados funcionalmente. El solicitante debe tener en cuenta que un producto en la medida de lo
posible, como es el caso, debe definirse por sus caracteristicas estructurales. En cualquier caso, la
actividad comun de estos productos no se puede considerar el tnico objeto inventivo comun bajo el cual
se pretenden reivindicar los diferentes productos.

En este sentido se han identificado 3 grupos de invenciones:

I) Reivindicaciones 1-7 y 13-15 en la medida en que se refiren al lentivirus RNAi1919, que incorpora las
secuencias SEQ ID No: 1y SEQ ID No: 2 ; el lentivirus RNAi8223 que incorpora las secuencias SEQ ID
No: 3y SEQ ID No: 4; y el lentivirus RNAi8531 que incorpora las secuencias SEQ ID No: 5y SEQ ID
No: 6.

II) Reivindicaciones 1-4, 8-9 y 13-15 en la medida en que se refieren al anticuerpo monoclonal

IIT) Reivindicaciones 1-4, 10-15, en la medida en que se refieren al siRNA
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