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DESCRIPCION
Sustitutos de piel mejorados y usos de los mismos

[0001] Esta solicitud reivindica prioridad de las solicitudes de patente provisionales de Estados Unidos de nimeros
de serie 60/287,898, presentada el 5/01/2001 y 60/273,034, presentada el 3/02/2001 y las solicitudes de patente de
Estados Unidos de numeros de serie no asignado presentada el 3/1/02 con Express Mail Label XXX, numero de
serie no asignado presentada el 3/1/02 con Express Mail Label XXX, y el nUmero de serie no asignado presentada el
3/1/02 con Express Mail Label XXX. Esta solicitud de patente esta apoyada en parte por las subvenciones de NIH
SBIR 1 R43 AR47499-01 y 1 R43 ES10692-01A1.

Campo de la invencion

[0002] La presente invencion se refiere a sustitutos de la piel cultivados in vitro, y en particular a sustitutos de la piel
cultivados in vitro que presentan una funcion de barrera mejorada tal como se define en las reivindicaciones. En
algunas realizaciones, la funcién de barrera mejorada es el resultado de condiciones de cultivo mejoradas, mientras
que en otras realizaciones, la funcion de barrera mejorada resulta de la modificacién genética de los queratinocitos.
La presente invencion se refiere ademas al uso de dichos sustitutos de piel para analizar la irritante.

Antecedentes de la invencion

[0003] Existe un amplio mercado para productos y servicios de andlisis que predicen los efectos de la funcion de
barrera de la piel. Existe una particular necesidad de ensayos validados que permitiian a compafiias con
compuestos en una fase temprana analizar la funcién de barrera sin recurrir a pruebas caras de parches en
humanos y animales. Las compafiias cosméticas gastan aproximadamente de 50 millones a 100 millones de délares
por afio en este tipo de ensayo. Las comparfiias de productos domésticos y farmacéuticas tienen gastos similares.

[0004] Ademas, existe un mercado sustancial para productos para terapia de las quemaduras y para la reparacion o
soporte de tejidos epiteliales apropiados y otros usos de cicatrizacion de heridas y de la piel.
Por ejemplo, las Ulceras venosas en las piernas afectan a aproximadamente 1 millén de personas en los Estados
Unidos y 3 millones a nivel mundial, y otras afecciones ulcerosas, tales como las Ulceras diabéticas y las Ulceras por
presion (“bedsore”), afectan aproximadamente a 10 millones de personas a nivel mundial. El cuidado habitual de las
Ulceras venosas puede llevar mas de 6 meses para curar una herida y el coste puede sobrepasar los 10.000
dolares. Ademas, las Ulceras en los pies son la causa principal de la hospitalizacion entre diabéticos y se estima que
tiene un coste anual para el sistema de salud de Estados Unidos de mas de 1.000 millones de dolares. Las
estimaciones para las hospitalizaciones anuales por quemaduras en los Estados Unidos puede variar de 60.000 a
80.000 y los costes para la recuperacion de las lesiones agudas varian de 36.000 a 117.000 ddlares por paciente.

[0005] La funcién principal de la piel humana es proporcionar una barrera para la pérdida de agua transcutanea y
una barrera para prevenir la entrada de compuestos toxicos o microorganismos. El desarrollo de la barrera de
permeabilidad epidérmica requiere la sintesis coordinada y el metabolismo de productos proteicos y lipidicos
especificos de los queratinocitos que se ensamblan en la capa de la piel mas externa, el estrato cérneo. La
expresion de muchas de las enzimas clave requeridas para la sintesis de estos lipidos extracelulares se regula por
incremento durante la diferenciacién de los queratinocitos o después de la alteracion de la funcién de barrera
epidérmica, lo que sugiere la existencia de factores de transcripcion que actlan para inducir el desarrollo de la
funcién de barrera (Sando et al., J. Biol. Chem., 271(36): 22044-51 (1996); Watanabe et al., J. Biol. Chem., 273(16):
9651-5 (1998)). La funcién de barrera se ve disminuida por la exposicién a sustancias irritantes, por la infeccion y por
un conjunto de enfermedades que incluyen dermatitis atopica y psoriasis. El estrés del entorno puede exacerbar los
efectos de estas afecciones en la funciéon de barrera esencial de la piel. Muchas industrias estan interesadas en qué
efecto tienen sus productos en la funcion de barrera de la piel. Por ejemplo, las compafiias que suministrar
compuestos farmacéuticos por via transdérmica necesitan facilitar la penetracion del agente activo a través del
barrera. Las comparfiias cosméticas estan interesadas en hallar formulaciones que mejorar la funcién de la barrera.

[0006] A efectos de ensayar compuestos o formulaciones de manera temprana en el proceso de desarrollo con
velocidad y precision, seria beneficioso tener un sistema de ensayo in vitro que mimetice las propiedades de barrera
de la piel humana. Sin embargo, los estudios publicados indican que los cultivos equivalentes de piel existentes,
tales como EPIDERM, SKINETHICS o EPISKIN, presentan una funciéon de barrera muy escasa (Ponec et al., J.
Invest. Dermatol., 109(3): 348-55 (1997)). Sin embargo, existe un progreso reciente sustancial en el entendimiento
de la importancia de la vitamina C, receptores nucleares de hormonas, sintesis de lipidos, y humedad en el
desarrollo correcto de la funcién barrera (Ponec et al., J. Invest. Dermatol., 109(3): 348-55 (1997); Denda et al., J.
Invest. Dermatol., 111(5): 858-63 (1998); Hanley et al., J. Clin. Invest., 100(3): p. 705-12 (1997); Hanley et al., J.
Invest. Dermatol., 113 (5): 788-95 (1999)). En muchos casos, estos estudios se centran en las sefales quimicas o
ambientales que desencadenan el programa de desarrollo natural que establece la funcion de barrera en un tiempo
especifico in utero. Claramente, existe una gran necesidad de sustitutos de la piel que tengan una funcién de barrera
mejorada.
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Descripcion resumida de la invencién
[0007] La presente invencion se refiere a composiciones tal como se define en las reivindicaciones.

[0008] La presente invencién proporciona composiciones que comprende un equivalente de piel humano, teniendo
el equivalente de piel una capacitancia eléctrica de superficie de 40 a 240 pF. En algunas realizaciones preferidas, el
equivalente de piel tiene una capacitancia eléctrica de superficie de aproximadamente 80 a aproximadamente 120
pF. El contenido combinado de ceramidas 5, 6, y 7 en el equivalente de piel es del 20 al 50% del contenido total de
ceramida. En otras realizaciones preferidas, el contenido de ceramida 2 en el equivalente de piel es del 10 al 40%
del contenido total de ceramida. La presente solicitud proporciona realizaciones adicionales que no forman parte de
la invencion.

[0009] En algunas realizaciones, la presente solicitud proporciona queratinocitos aislados que comprenden una
secuencia que codifica GKLF unido operativamente a un promotor exdgeno. En otras realizaciones, la presente
solicitud proporciona queratinocitos de un cultivo organotipico que comprenden una secuencia que codifica GKLF
exdgeno unido operativamente un promotor exdgeno.

[0010] En algunas realizaciones, la presente solicitud proporciona métodos para fabricar equivalentes de piel que
tienen una funcién de barrera mejorada. En algunas realizaciones, los métodos comprenden proporcionar
gueratinocitos y un medio de cultivo que comprende acido ascoérbico y acido linoleico; y cultivar los queratinocitos
bajo condiciones tales que se forma un equivalente de piel con una funcién de barrera mejorada. En algunas
realizaciones, las condiciones de cultivo incluyen cultivo a aproximadamente 50 al 95% de humedad,
preferiblemente aproximadamente el 75% de humedad. En algunas realizaciones preferidas, el acido ascorbico se
proporciona a una concentracion de aproximadamente 10 a 100 microgramos/ml. En realizaciones adicionales
preferidas, el acido linoleico se proporciona en una concentracion de aproximadamente 5 a 80 micromolar. La
presente solicitud no se limita a equivalentes de piel formados a partir de una fuente particular de queratinocitos. De
hecho, los equivalentes de piel se pueden formar a partir de una variedad de queratinocitos primarios e inmortales,
gue incluyen, pero sin limitacion, células NIKS. En otras realizaciones, los queratinocitos expresan GKLF exdgeno
de tipo natural o variante. En otras realizaciones, los queratinocitos derivan de dos fuentes diferentes. En otras
realizaciones, el equivalente de piel tiene una capacitancia eléctrica de superficie de aproximadamente 40 a
aproximadamente 240 pF. En algunas realizaciones preferidas, el equivalente de piel tiene una capacitancia
eléctrica de superficie de aproximadamente 80 a aproximadamente 120 pF. En otras realizaciones preferidas, el
contenido de ceramidas 5, 6, y 7 en el equivalente de piel es de aproximadamente 20 a aproximadamente 50% del
contenido total de ceramida. En otras realizaciones preferidas, el contenido de ceramida 2 en el equivalente de piel
es de aproximadamente 10 a aproximadamente 40% del contenido total de ceramida. En otras realizaciones, la
presente invencién proporciona el equivalente de piel fabricado mediante el método que se acaba de describir.

[0011] En otras realizaciones, la presente solicitud proporciona métodos de fabricacién de equivalentes de piel que
tienen una funcién de barrera mejorada, que comprende: proporcionar queratinocitos y una construccion de ADN
que comprende una secuencia que codifica GKLF unido operativamente a un promotor exdégeno; transfectar los
queratinocitos con dicha construccion de ADN para proporcionar queratinocitos transfectados; y cultivar los
queratinocitos transfectados bajo condiciones tales que se forma el equivalente de piel con una funcién de barrera
mejorada. En algunas realizaciones, la etapa de cultivo comprende cultivar los queratinocitos transfectados en un
medio de cultivo que comprende acido ascérbico y acido linoleico. En algunas realizaciones preferidas, el acido
ascorbico se proporciona a una concentracion de aproximadamente 10 a 100 microgramos/ml. En realizaciones
adicionales preferidas, el acido linoleico se proporciona en una concentracién de aproximadamente 5 a 80
micromolar. La presente solicitud no se limita a equivalentes de piel formados a partir de una fuente particular de
queratinocitos. De hecho, los equivalentes de piel se pueden formar a partir de una variedad de queratinocitos
primarios e inmortales, que incluyen, pero sin limitacion, células NIKS. En otras realizaciones, los queratinocitos
expresan GKLF de tipo natural o variante. En otras realizaciones, los queratinocitos derivan de dos fuentes
diferentes. En otras realizaciones, el equivalente de piel tiene una capacitancia eléctrica de superficie de
aproximadamente 40 a aproximadamente 240 pF. En algunas realizaciones preferidas, el equivalente de piel tiene
una capacitancia eléctrica de superficie de aproximadamente 80 a aproximadamente 120 pF. En otras realizaciones
preferidas, el contenido de ceramidas 5, 6, y 7 en el equivalente de piel es de aproximadamente 20 a
aproximadamente 50% del contenido total de ceramida. En otras realizaciones preferidas, el contenido de ceramida
2 en el equivalente de piel es de aproximadamente 10 a aproximadamente 40% del contenido total de ceramida. En
otras realizaciones, la presente solicitud proporciona el equivalente de piel fabricado mediante los métodos
descritos.

[0012] En otras realizaciones, la presente solicitud proporciona métodos para cribar compuestos. En algunas
realizaciones, los métodos comprenden proporcionar un equivalente de piel que tiene una capacitancia eléctrica de
superficie de aproximadamente 40 a aproximadamente 240 pF; y tratar el equivalente de piel con dicho compuesto.
En realizaciones adicionales, el método comprende la etapa c) analizar el efecto de dicho compuesto sobre dicho
equivalente de piel. En algunas realizaciones preferidas, el compuesto se selecciona de una biblioteca combinatoria.
La presente solicitud no se limita a equivalentes de piel formados a partir de una fuente particular de queratinocitos.
De hecho, los equivalentes de piel se pueden formar a partir de una variedad de queratinocitos primarios e
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inmortales, que incluyen, pero sin limitacion, células NIKS. En otras realizaciones, los queratinocitos expresan GKLF
exdgeno de tipo natural o variante. En otras realizaciones, los queratinocitos derivan de dos fuentes diferentes. En
otras realizaciones, el equivalente de piel tiene una capacitancia eléctrica de superficie de aproximadamente 40 a
aproximadamente 240 pF. En algunas realizaciones preferidas, el equivalente de piel tiene una capacitancia
eléctrica de superficie de aproximadamente 80 a aproximadamente 120 pF. En otras realizaciones preferidas, el
contenido de ceramidas 5, 6, y 7 en el equivalente de piel es de aproximadamente 20 a aproximadamente 50% del
contenido total de ceramida. En otras realizaciones preferidas, el contenido de ceramida 2 en el equivalente de piel
es de aproximadamente 10 a aproximadamente 40% del contenido total de ceramida.

[0013] En otras realizaciones, la presente solicitud proporciona kits que comprenden por lo menos un equivalente de
piel que tiene una capacitancia eléctrica de superficie de aproximadamente 40 a aproximadamente 240 pF. En otras
realizaciones, el kit incluye medios de cultivo para cultivar dicho por lo menos un equivalente de piel. En algunas
realizaciones, el kit comprende ademas instrucciones para cultivar el equivalente de piel. En otras realizaciones, el
kit comprende ademas instrucciones para analizar los compuestos utilizando dicho por lo menos un equivalente de
piel. La presente invencién no se limita a equivalentes de piel formados a partir de una fuente particular de
queratinocitos. De hecho, los equivalentes de piel se pueden formar a partir de una variedad de queratinocitos
primarios e inmortales, que comprenden por lo menos células NIKS. En otras realizaciones, los queratinocitos
expresan GKLF de tipo natural o variante. En otras realizaciones, los queratinocitos derivan de dos fuentes
diferentes. En otras realizaciones, el equivalente de piel tiene una capacitancia eléctrica de superficie de
aproximadamente 80 a aproximadamente 120 pF. En algunas realizaciones preferidas, el equivalente de piel tiene
una capacitancia eléctrica de superficie de aproximadamente 80 a aproximadamente 120 pF. En otras realizaciones
preferidas, el contenido de ceramidas 5, 6, y 7 en el equivalente de piel es de aproximadamente 20 a
aproximadamente 50% del contenido total de ceramida. En otras realizaciones preferidas, el contenido de ceramida
2 en el equivalente de piel es de aproximadamente 10 a aproximadamente 40% del contenido total de ceramida.

[0014] En otras realizaciones, la presente solicitud proporciona un método de cribado de compuestos sospechosos
de ser irritantes para la piel, que comprende: proporcionar un compuesto sospechoso de ser irritante para piel; un
equivalente de piel que comprende una construccién génica informadora sensible a irritante; y poner en contacto
dicho equivalente de piel con dicho compuesto; y medir el nivel de expresion génica de dicha construccion génica
informadora. En algunas realizaciones, el equivalente de piel humana tiene una capacitancia eléctrica de superficie
de aproximadamente 80 a aproximadamente 120 pF. En algunas realizaciones, el contenido de ceramidas 5, 6,y 7
en el equivalente de piel es de aproximadamente 20 a aproximadamente 50% del contenido total de ceramida. En
otras realizaciones, el contenido de ceramida 2 en dicho equivalente de piel es de aproximadamente 10 a
aproximadamente 40% del contenido total de ceramida. En algunas realizaciones, el equivalente de piel comprende
queratinocitos seleccionados del grupo que consiste en queratinocitos primarios y queratinocitos inmortalizados. En
algunas realizaciones, los queratinocitos inmortalizados son células NIKS. En otras realizaciones, los queratinocitos
expresan GKLF heterélogo. En otras realizaciones, la construccién informadora sensible a la irritante comprende por
lo menos una parte de un gen seleccionado del grupo que consiste en interleuquina-8 e interleuquina-1a. En alguna
realizacion preferida, la parte comprende una region reguladora.

[0015] La presente solicitud también proporciona una composicion que comprende células NIKS que comprenden
una construccién génica informadora sensible a irritante. En algunas realizaciones, las células NIKS tienen una
capacitancia eléctrica de superficie de aproximadamente 40 a aproximadamente 240 pF. En otras realizaciones, las
células NIKS tienen una capacitancia eléctrica de superficie de aproximadamente 80 a aproximadamente 120 pF. En
algunas realizaciones, el contenido combinado de ceramidas 5, 6, y 7 en las células NIKS es de aproximadamente
20 a aproximadamente 50% del contenido total de ceramida. En otras realizaciones, el contenido de ceramida 2 en
dichas células NIKS es de aproximadamente 10 a aproximadamente 40% del contenido total de ceramida. En otras
realizaciones, las células NIKS expresan GKLF heterélogo. En algunas realizaciones, las células NIKS comprenden
ademas una construccion de ADN que comprende una secuencia que codifica GKLF unido operativamente a un
promotor exégeno. En otras realizaciones, las células NIKS comprenden ademas queratinocitos derivados de dos
fuentes diferentes. En otras realizaciones, las células NIKS estan presentes como una aplicacion de cultivo
organotipico.

[0016] En otras realizaciones, la presente solicitud proporciona un método de identificacion de genes sensibles a la
irritante, que comprende: proporcionar un compuesto irritante para la piel; una matriz de expresién de genes; y un
equivalente de piel; y poner en contacto dicho compuesto irritante para la piel con dicho equivalente para la piel para
generar un equivalente de piel tratado con irritante: aislar una primera muestra de ARNm de dicho equivalente de
piel tratado con irritante y una segunda muestra de ARNm de dicho equivalente de piel; poner en contacto dicha
primera y segunda muestras de ARNm con dicha matriz de expresion de genes; analizar dicha matriz de expresion
de genes bajo condiciones en las que se determinan la identidad de los genes que se expresan a niveles mayores
en dicho equivalente de piel tratado con irritante que en dicho equivalente de piel. En algunas realizaciones, el
equivalente de piel comprende queratinocitos humanos cultivados. En otras realizaciones, los queratinocitos
humanos cultivados estan presentes como un cultivo organotipico. En algunas realizaciones, la construccion
informadora sensible a irritante comprende por lo menos una parte de un gen seleccionado del grupo que consiste
en interleuquina-8 e interleuquina-la. En algunas realizaciones preferidas, la parte comprende una regién
reguladora. En algunas realizaciones, la matriz de genes comprende secuencias de ADNc humanas.
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[0017] La presente solicitud también proporciona sustitutos de piel cultivados in vitro y, en particular, métodos
mejorados para el cultivo organotipico de sustitutos de piel. En algunas realizaciones, la presente solicitud
proporciona procesos para preparar un equivalente dérmico sembrado que comprende: proporcionar un equivalente
dérmico, queratinocitos, y medios de cultivo que tienen una interfase de aire: cultivar el equivalente dérmico en los
medios de cultivo; levantar el equivalente dérmico a la interfase con aire para proporcionar un equivalente dérmico
elevado; y sembrar el equivalente dérmico con los queratinocitos para proporcionar un equivalente dérmico
sembrado. Se contempla la utilizacion de queratinocitos de una variedad de fuentes, incluyendo, pero sin limitacién,
queratinocitos seleccionados del grupo que consiste en queratinocitos humanos primario y queratinocitos humanos
inmortalizados. En algunas realizaciones particularmente preferidas, los queratinocitos inmortalizados son células
NIKS. En algunas realizaciones preferidas, el equivalente dérmico comprende colageno y fibroblastos. Se contempla
la utilizaciéon de una variedad de tipos de colageno, incluyendo, pero sin limitacién, colageno de tenddn de cola de
rata. Asimismo, se contempla la utilizacion de una variedad de fibroblastos, incluyendo, pero sin limitacion, células
NHDF. En algunas realizaciones particularmente preferida, la etapa de elevacion comprende ademas incubar el
equivalente dérmico elevado en la interfase de aire durante por lo menos seis horas antes del sembrado. En otras
realizaciones particularmente preferidas, la etapa de elevacién comprende ademas incubar el equivalente dérmico
elevado en la interfase de aire durante por lo menos doce horas antes del sembrado. En otras realizaciones
particularmente preferidas, la etapa de elevacion comprende ademas incubar el equivalente dérmico elevado en la
interfase de aire durante por lo menos dieciocho horas antes del sembrado. En realizaciones mas preferidas, la
etapa de elevacion comprende ademas incubar el equivalente dérmico elevado en la interfase de aire durante
aproximadamente 24 horas antes del sembrado. En otras realizaciones preferidas, la etapa de elevacion comprende
ademas incubar el equivalente dérmico elevado en la interfase de aire durante aproximadamente seis horas antes
del sembrado.

[0018] En algunas realizaciones, los métodos de la presente solicitud comprenden ademas la etapa de incubar el
equivalente de piel dérmica sembrada bajo condiciones en las que se forma un equivalente de piel. En algunas
realizaciones preferidas, el equivalente de piel esta estratificado. En realizaciones particularmente preferidas, el
equivalente de piel esta estratificado sobre el epitelio escamoso. En otras realizaciones, la presente invencién
proporciona equivalentes dérmicos sembrados y equivalentes de piel producidos mediante los métodos anteriores.

[0019] En otras realizaciones, la presente solicitud proporciona composiciones que comprenden una camara de
crecimiento que tiene una superficie de base porosa y una pared lateral, teniendo la base porosa sobre la misma un
equivalente dérmico en la que el equivalente dérmico esta sustancialmente adherido a la pared lateral de la camara
de crecimiento. La presente solicitud no se limita a camaras de crecimiento de cualquier tamafio particular. De
hecho, se contemplan camaras de crecimiento de una variedad de tamafios. En algunas realizaciones preferidas, la
base porosa de la camara de crecimiento es de aproximadamente 0,1 a 20,0 centimetros de diametro. En otras
realizaciones preferidas, la base porosa de la camara de crecimiento es de aproximadamente 1,0 centimetros de
diametro. En algunas realizaciones preferidas, el equivalente dérmico comprende colageno y fibroblastos. Se
contempla la utilizacién de una variedad de tipos de colageno, incluyendo, pero sin limitacion, colageno de tendén de
cola de rata. Asimismo, se contempla la utilizacion de una variedad de fibroblastos, incluyendo, pero sin limitacién,
células NHDF. En algunas realizaciones, la composicion comprende ademas queratinocitos; en la que los
queratinocitos se siembran sobre el equivalente dérmico para formar un equivalente de piel. Se contempla la
utilizacién de queratinocitos de una variedad de fuentes, incluyendo, pero sin limitacién, seleccionados del grupo que
consiste en queratinocitos humanos primarios y queratinocitos humanos inmortalizados. En algunas realizaciones
particularmente preferidas, los queratinocitos inmortalizados son células NIKS. En algunas realizaciones preferidas,
los queratinocitos estan estratificados. En realizaciones particularmente preferidas, los queratinocitos estan
estratificados sobre el epitelio escamoso.

[0020] En otras realizaciones, la presente solicitud proporciona una composicion que comprende un equivalente
dérmico, en la que el equivalente dérmico contiene de aproximadamente 0,2 mg de colageno por centimetro
cuadrado del equivalente dérmico a 2,0 mg de colageno por centimetro cuadrado del equivalente dérmico. En
algunas realizaciones particularmente preferidas, el equivalente dérmico contiene de aproximadamente 0,22 mg de
colageno por centimetro cuadrado del equivalente dérmico a 1,0 mg de colageno por centimetro cuadrado del
equivalente dérmico. En otras realizaciones particularmente preferidas, el equivalente dérmico contiene
aproximadamente 0,5 mg de colageno por centimetro cuadrado del equivalente dérmico. En algunas realizaciones,
la composicion comprende ademas queratinocitos, en la que los queratinocitos se siembran sobre el equivalente
dérmico para formar un equivalente de piel. Se contempla la utilizacién de queratinocitos de una variedad de
fuentes, incluyendo, pero sin limitacion, queratinocitos seleccionados del grupo que consiste en queratinocitos
humanos primarios y queratinocitos humanos inmortalizados. En algunas realizaciones particularmente preferidas,
los queratinocitos inmortalizados son células NIKS. En algunas realizaciones preferidas, los queratinocitos estan
estratificados. En realizaciones particularmente preferidas, los queratinocitos estan estratificados sobre el epitelio
escamoso. En algunas realizaciones preferidas, el equivalente dérmico comprende colageno y fibroblastos. Se
contempla la utilizacién de una variedad de tipos de colageno, incluyendo, pero sin limitacion, colageno de tendén de
cola de rata. Asimismo, se contempla la utilidad de una variedad de fibroblastos, incluyendo, pero sin limitacién,
células NHDF.
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[0021] En otras realizaciones, la presente solicitud proporciona una composicion que comprende BSA, isoproterenol,
carnitina, serina, acido oleico, acido linoleico, acido araquidénico, a-tocoferol, acido ascoérbico, y EGF. Las
cantidades de estos compuestos pueden variar. En realizaciones preferidas, la BSA, isoproterenol, carnitina, serina,
acido oleico, acido linoleico, acido araquidénico, a-tocoferol, acido ascorbico, y EGF estan presentes en
concentraciones suficientes para mejorar la funcion de barrera en equivalentes de piel cultivados in vitro. En algunas
realizaciones, la composicion comprende ademas suero. En otras realizaciones, las composiciones comprenden
ademas cloruro de calcio, hidrocortisona, toxina de colera, insulina y adenina. En realizaciones preferidas, la
albumina de suero bovino se proporciona a una concentracién de aproximadamente 0,1-10,0 mg/ml. En otras
realizaciones preferidas, el isoproterenol se proporciona a una concentracion de aproximadamente 0,1-10,0 pM. En
otras realizaciones preferidas, la carnitina se proporciona a una concentracién de aproximadamente 1,0-100,0 pM.
En mas realizaciones preferidas, la serina se proporciona a una concentracion de aproximadamente 1,0 -100,0 uM.
En mas realizaciones preferidas, el acido oleico se proporciona a una concentracion de aproximadamente 1,0 —
100,0 pM. En otras realizaciones preferidas, el acido linoleico se proporciona a una concentracion de
aproximadamente 1,0-100,0 pM. En algunas realizaciones preferidas, el acido araquiddnico se proporciona a una
concentracion de aproximadamente 1,0-100,0 uM. En otras realizaciones preferidas, el a-tocoferol se proporciona a
una concentracion de aproximadamente 0,1-10,0 pM. En otras realizaciones preferidas, el acido ascoérbico se
proporciona a una concentracion de aproximadamente 0,005 — 5,0 mg/ml. En otras realizaciones preferidas, el factor
de crecimiento epidérmico se proporciona a una concentracion de aproximadamente 0,1-10,0 ng/mL.

Descripcion de las figuras
[0022]

La figura 1 es la secuencia de acido nucleico para Klf4 de raton (SEQ ID NO:1).

La figura 2 es la secuencia de acidos nucleicos para GKLF humano (SEQ ID NO:2)

La figura 3 muestra la secrecion de IL-1a por cultivos organotipicos de NIKS.

La figura 4 proporciona una representacion de los pocillos de cultivo de algunas realizaciones de la presente
solicitud.

Definiciones

[0023] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "GKLF", cuando se utiliza en referencia a una
proteina o &cido nucleico se refiere a una proteina o acido nucleico que codifica una proteina que comparte mas de
aproximadamente el 50% de identidad con la SEQ ID NO:1 y/o SEQ ID NO:2 y se une al elemento de transcripcién
basico del promotor del citocromo p450IAl. La actividad de unién se puede analizar convenientemente mediante un
ensayo de desplazamiento del gel por movilidad electroforética utilizando el oligonucleétido
GAGAAGGAGGCGTGGCCAAC (SEQ ID NO:3) tal como se describe en Zhang et al., J. Biol. Chem., 273(28):
17917-25 (1998). De este modo, el término GKLF abarca proteinas que son idénticas a GKLF de tipo natural y
aquellas que derivan de GKLF de tipo natural (por ejemplo, variantes de GKLF o genes quiméricos construidos con
partes de regiones codificantes de GKLF).

[0024] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "actividad de GKLF" se refiere a cualquier actividad
de GKLF de tipo natural. El término pretende comprender todas las actividades de GKLF.

[0025] Tal como se utiliza en el presente documento, los términos "equivalente de la piel" y "sustituto de la piel" se
utilizan indistintamente para referirse a un cultivo derivado in vitro de queratinocitos que se ha estratificado en el
epitelio escamoso en lo que se denomina un cultivo organotipico.

[0026] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "equivalente dérmico" se utiliza para referirse a un
cultivo derivado in vitro que comprende colageno y células de fibroblastos. Se contempla que “los equivalentes
dérmicos” pueden servir como sustratos para la diferenciacion de queratinocitos en un cultivo organotipico.

[0027] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "interfase de aire" se refiere a la interfase entre la
atmosfera y el medio liquido en una placa de cultivo.

[0028] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "sustancialmente adherido a una pared lateral”,
cuando se utiliza en referencia a un equivalente dérmico, se refiere a la adherencia fisica de un equivalente dérmico
a una pared sustancialmente vertical, en oposicion al equivalente dérmico que se contrae o se aleja de la pared
sustancialmente vertical.

[0029] Tal como se utiliza en el presente documento, el término cultivo "organotipico” se refiere a un cultivo de tejido
tridimensional en el que las células cultivadas se utilizan para reconstruir un tejido u érgano in vitro.

[0030] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "células NIKS" se refiere a células que tienen las
caracteristicas de las células depositadas como la linea celular ATCC CRL-12191.
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[0031] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "NHDF" se refiere a células que tienen las
caracteristicas de fibroblastos dérmicos humanos normales.

[0032] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "contenido de ceramidas"” se refiere a la cantidad de
ceramidas en una muestra de equivalente de piel tal como se analiza mediante cromatografia de capa fina de alto
rendimiento.

[0033] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "irritante de la piel" se refiere a un compuesto que,
cuando se aplica a la piel o equivalentes de la piel, produce una respuesta celular caracterizada por la expresion de
un “gen sensible a la irritante”. Ejemplos de irritantes de la piel incluyen, pero sin limitacion, SDS, calcipotriol, y acido
trans-retinoico. El término "irritante de la piel" también pretende comprender irritantes no conocidos 0 sospechosos,
incluyendo, pero sin limitacién, los que estan contenidos en algunos productos farmacéuticos, cosméticos y de
consumo.

[0034] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "gen sensible a la irritante" se refiere a un gen que
se expresa hasta un nivel superior (por ejemplo, medido por el nivel de expresién de ARNm) en presencia de un
irritante de la piel. Ejemplos de genes sensibles a la irritante incluyen, pero sin limitacion, Interleuquina-8 e
Interleuquina-1a. El término "gen sensible a la irritante” también pretende comprender genes sensibles a la irritante
no conocidos (por ejemplo, los identificados por lo métodos de la presente solicitud).

[0035] El término "gen" se refiere a una secuencia de acido nucleico (por ejemplo, ADN) que comprende secuencias
codificantes necesarias para la produccién de un polipéptido o precursor (por ejemplo, GKLF). El polipéptido se
puede codificar por una secuencia codificante de longitud completa o por cualquiera parte de la secuencia
codificante, siempre que se mantengan la actividad deseada o las propiedades funcionales (por ejemplo, actividad
enzimatica, unién a ligando, transduccion de sefiales, etc.) de la longitud completa o del fragmento. El término
también comprende la regidn codificante de un gen estructural y las secuencias incluyentes localizadas adyacentes
a la regién codificante en ambos extremos 5’ y 3’ para una distancia de aproximadamente 1 kb en cualquiera de los
extremos, de manera que el gen corresponde a la longitud del ARNm de longitud completa. A las secuencias que se
localizan 5’ de la region codificante y que estan presentes en el ARNm se refieren como secuencias 5’ no traducidas.
A las secuencias que se localizan 3’ o regién en direccién 3’ de la region codificante y que estan presentes en el
ARNmM se refieren como secuencias 3’ no traducidas. El término "gen" comprende ADNc y formas gendmicas de un
gen. Una forma gendmica o clon de un gen contiene la region codificante interrumpida con secuencias no
codificantes denominadas “intrones” o “regiones de intervencidon” o “secuencias de intervencion”. Los intrones son
segmentos de un gen que se transcribe en ARN nuclear (hnRNA); los intrones pueden contener elementos
reguladores, tales como potenciadores. Los intrones se extraen o “se separan por empalme” del transcrito nuclear o
primario; los intrones, por tanto, estan ausentes en el transcrito de ARN mensajero (ARNm). El ARNm funciona
durante la traduccién para especificar la secuencia u ordenar los aminoacidos en un polipéptido a producir.

[0036] En particular, el término "gen de GKLF" se refiere a la secuencia de nucleétidos de GKLF de longitud
completa (por ejemplo, contenida en la SEQ ID NO:2). Sin embargo, también se pretende que el término comprenda
fragmentos de la secuencia de GKLF, asi como otros dominios en la secuencia de nucleétidos de GKLF de longitud
completa. Ademas, los términos "secuencia de nucleétidos de GKLF" o "secuencia de polinucleétidos de GKLF"
comprende las secuencia de ADN, ADNC, y ARN (por ejemplo, ARNm).

[0037] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "grupo de genes” o “matriz de genes" se refiere a un
soporte solido (por ejemplo, un filtro, un portaobjetos de vidrio o un microchip) al que se fija una pluralidad de
secuencias de acido nucleico. Tal como se utiliza en el presente documento, el término "matriz de expresion de
genes" se refiere a una matriz de genes para utilizar en la medicion de la expresion de genes que estan contenidos
en la matriz. En realizaciones preferidas, las secuencias de acidos nucleicos fijadas a una matriz de expresion de
genes son secuencias de ADNCc.

[0038] Cuando se indica la secuencia de aminoacidos en este documento para referirse a una secuencia de
aminoacidos de una molécula proteica natural, una secuencia de aminoacidos, y términos similares, tales como
polipéptido o proteina, no se desea limitar la secuencia de aminoacidos a la secuencia de aminoacidos completa
nativa asociada con la molécula proteica indicada.

[0039] Ademas de contener intrones, las formas gendmicas de un gen pueden incluir también secuencias
localizadas en los extremos 5' y 3’ de las secuencias que estan presentes en el transcrito de ARN. Estas secuencias
se refieren como secuencias o regiones “flanqueantes” (estas secuencias flanqueantes se localizan en 5’ 0 3’ con
respecto a las secuencias no traducidas presentes en el transcrito de ARNm). La region flanqueante 5' puede
contener secuencias reguladoras, tales como promotores y potenciadores, que controlan o incluyen en la
transcripcion del gen. La region flanqueante 3’ puede contener secuencias que dirigen la terminacion de la
transcripcion, la separacion después de la transcripcion y la poliadenilacion.

[0040] EIl término "tipo natural" se refiere a un gen o producto génico que tiene las caracteristicas de ese gen o
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producto génico cuando se aisla de una fuente natural. Un gen de tipo natural es aquel que se observa mas
frecuentemente en una poblacién y, de este modo, se disefia la forma “normal” o “de tipo natural” del gen. En
cambio, los términos "modificado”, "mutante”, y "variante" se refieren a un gen o producto génico que muestra
modificaciones en la secuencia y/o propiedades funcionales (es decir, caracteristicas alteradas) cuando se compara
con el gen o producto génico de tipo natural. Cabe indicar que se pueden aislar los mutantes naturales; se identifican
por el hecho de que tienen caracteristicas alteradas cuando se comparan con el gen o producto génico de tipo
natural.

[0041] Tal como se utiliza en el presente documento, los términos "molécula de &acido nucleico codificante"
"secuencia de ADN codificante" y "ADN codificante" se refieren al orden o secuencia de desoxirribonucledtidos a lo
largo de una cadena de acido desoxirribonucleico. El orden de estos desoxirribonucledtidos determina el orden de
aminoacidos a lo largo de la cadena polipeptidica (proteinica). De este modo, la secuencia de ADN codifica la
secuencia de aminoacidos.

[0042] Tal como se utiliza en el presente documento, los términos "un oligonucleétido que tiene una secuencia de
nucleétidos que codifica un gen” y “polinucleétido que tiene una secuencia de nuclettidos que codifica un gen”
significa una secuencia de acidos nucleicos que comprende la regién codificante de un gen o, en otras palabras, la
secuencias de acidos nucleicos que codifica un producto génico. La region codificante puede estar presente en
forma de ADNc, ADN gendmico o ARN. Cuando esta presente en forma de ADN, el oligonucleétido o polinucleétido
pueden ser de cadena sencilla (es decir, la cadena de sentido) o de doble cadena. Se pueden colocar elementos de
control adecuados, tales como potenciadores/promotores, uniones de empalme, sefiales de poliadenilacion, etc.,
proximos a la region codificante del gen, si es necesario, para permitir el inicio correcto de la transcripcién y/o el
procesado correcto del transcrito de ARN primario. Alternativamente, la region codificante utilizada en los vectores
de expresion de la presente solicitud pueden contener potenciadores/promotores enddégenos, uniones de empalme,
secuencias de intervencién, sefiales de poliadenilacion, etc., 0 una combinacion de elementos de control endégenos
y exdgenos.

[0043] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "elemento regulador" se refiere a un elemento
genético que controla algunos aspectos de la expresion de secuencias de acidos nucleicos. Por ejemplo, un
promotor es un elemento regulador que facilita la iniciacién de la transcripcion de una regién codificante unida
operativamente. Otros elementos reguladores incluyen sefiales de empalme, sefiales de poliadenilacién, sefiales de
terminacion, etc.

[0044] Tal como se utiliza en el presente documento, los términos "complementario” o "complementariedad" se
utilizan en referencia a polinucleétidos (es decir, una secuencia de nucleétidos) relacionados por las reglas de
apareamiento de bases. Por ejemplo, la secuencia "5’-A-G-T-3" es complementaria a la secuencia "3’-T-C-A-5"." La
complementariedad puede ser “parcial’, en la que sélo algunas de las bases de los acidos nucleicos estan
apareadas segun las reglas del apareamiento de bases. O, puede haber una complementariedad “completa” o “total
entre los acidos nucleicos. El grado de complementariedad entre cadenas de acido nucleico presenta efectos
significativos en la eficacia y la fuerza de la hibridacidon entre cadenas de acidos nucleicos. Esto es de particular
importancia en las reacciones de amplificacién, asi como en los métodos de deteccién que dependen de la union
entre &cidos nucleicos.

[0045] EI término "homologia" se refiere a un grado de complementariedad. Puede haber una homologia parcial o
una homologia (es decir, identidad) completa. Una secuencia parcialmente complementaria es aquella que inhibe
por lo menos parcialmente la hibridacién de una secuencia completamente complementaria a un acido nucleico
diana y se le hace referencia utilizando el término funcional "sustancialmente homéloga”. El término "inhibicion de la
unién”, cuando se usa en referencia a la union de acidos nucleicos, se refiere a la inhibiciéon de unién causada por la
competiciéon de las secuencias homélogas por la unién a una secuencia diana. La inhibicion de la hibridacién de la
secuencia completamente complementaria a la secuencia diana puede examinarse usando un ensayo de hibridacién
(transferencia de Southern o Northern, hibridacién en solucion y similares) bajo condiciones de baja rigurosidad. Una
secuencia 0 sonda sustancialmente homoéloga competira e inhibira la unién (es decir, la hibridaciéon) de una
secuencia completamente homéloga a una diana bajo condiciones de baja rigurosidad. Esto no quiere decir que las
condiciones de baja rigurosidad son tales que se permite la unién no especifica; las condiciones de baja rigurosidad
requieren que la union de dos secuencias entre si sea una interaccion especifica (es decir, selectiva). La ausencia
de una unién no especifica se puede analizar mediante el uso de una segunda diana que carece incluso de un grado
parcial de complementariedad (por ejemplo, menos de aproximadamente el 30% de identidad); en ausencia de una
unioén no especifica, la sonda no se hibridara a la segunda diana no complementaria.

[0046] El sector conoce que se pueden utilizar numerosas condiciones equivalentes para comprender condiciones
de baja rigurosidad; se consideran factores, tales como la longitud y la naturaleza (ADN, ARN, composicién de
bases) de la sonda y la naturaleza de la diana (ADN, ARN, composicion de bases, presente en solucién o
inmovilizados, etc) y la concentracion de las sales y otros componentes (por ejemplo, la presencia o ausencia de
formamida, sulfato de dextrano, polietilenglicol), y se puede variar la solucion de hibridacion para generar
condiciones de hibridacion de baja rigurosidad diferentes de, pero equivalentes a, las condiciones mencionadas
anteriormente. Ademas, el sector conoce las condiciones que promueven la hibridacion bajo condiciones de alta
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rigurosidad (por ejemplo, incrementando la temperatura de la hibridacion y/o etapas de lavado, el uso de formamida
en la solucién de hibridacion, etc).

[0047] Cuando se utiliza en referencia a una secuencia de acidos nucleicos de doble cadena, tal como ADNc o clon
gendmico, el término “sustancialmente homéloga” se refiere a cualquier sonda que se puede hibridar a una cadena o
ambas cadenas de la secuencia de acidos nucleicos de doble cadena bajo condiciones de baja rigurosidad descritas
a continuacion.

[0048] Cuando se utiliza en referencia a una secuencia de acidos nucleicos de cadena sencilla, el término
"sustancialmente homéloga" se refiere a cualquier sonda que se puede hibridar ( es decir, es el complemento de) a
la secuencia de acidos nucleicos de cadena sencilla bajo condiciones de baja rigurosidad descritas anteriormente.

[0049] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "compite por la unién" se usa en referencia a un
primer polipéptido con una actividad que se une al mismo sustrato que un segundo polipéptido con una actividad, en
el que el segundo polipéptido es una variante del primer polipéptido o un polipéptido relacionado o diferente. La
eficacia (por ejemplo, cinética o termodinamica) de la union por el primer polipéptido puede ser la misma que, mayor
que, o inferior que la eficacia de la union del sustrato por el segundo polipéptido. Por ejemplo, la constante de unién
en equilibrio (Kp) para la unién al sustrato puede ser diferente para los dos polipéptidos. El término "Kn", tal como se
utiliza en el presente documento, se refiere a la constante de Michaelis-Menten para una enzima y se define como la
concentracion del sustrato especifico a la que una enzima determinada produce la mitad de su velocidad maxima en
una reaccion catalizada por enzimas.

[0050] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "hibridacion” se utiliza en referencia al apareamiento
de acidos nucleicos complementarios. La hibridacion y la fuerza de hibridacion (es decir, la fuerza de asociaciéon
entre los acidos nucleicos) estan afectados por factores, tales como el grado de complementariedad entre los acidos
nucleicos, la rigurosidad de las condiciones implicadas, la Tf del hibrido formado, y la proporcién G:C en los acidos
nucleicos.

[0051] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "Tf" se usa en referencia a la "temperatura de
fusién”. La temperatura de fusion es la temperatura a la que una poblacién de moléculas de acido nucleico de doble
cadena se disocia por la mitad en cadenas sencillas. La ecuacién para calcular la Tf de acidos nucleicos es bien
conocida en la técnica. Tal como se indica por las referencias estandar, una estimacion simple del valor de Tf puede
calcularse mediante la ecuacion: Tf = 81,5 + 0,41 (% G + C), cuando un acido nucleico esta en solucién acuosa a 1
M de NaCl (Véase, por ejemplo, Anderson y Young, Quantitative Filter Hybridization, in Nucleic Acid Hybridization
[1985]). Otras referencias incluyen calculos mas sofisticados que tienen en cuenta caracteristicas estructurales, asi
como caracteristicas de secuencia para el calculo de Tf.

[0052] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "rigurosidad” se usa en referencia a las condiciones
de temperatura, fuerza idnica, y la presencia de otros compuestos, tales como disolventes organicos, bajo las cuales
se llevan a cabo las hibridaciones de acidos nucleicos. Los expertos en la materia entenderan que las condiciones
de "rigurosidad" pueden alterarse mediante la variacién de los parametros descritos, ya sea individualmente o
conjuntamente. Con las condiciones de "alta rigurosidad”, el apareamiento de bases de acidos nucleicos s6lo se
producira entre fragmentos de &cido nucleico que tienen una alta frecuencia de secuencias de bases
complementarias (por ejemplo, la hibridacién bajo condiciones de "alta rigurosidad" puede tener lugar entre
homologos con una identidad de aproximadamente 85-100%, preferiblemente una identidad de aproximadamente
70-100%). Con las condiciones de rigurosidad media, el apareamiento de bases de acidos nucleicos se producira
entre los acidos nucleicos con una frecuencia intermedia de secuencias de bases complementarias (por ejemplo, la
hibridaciéon bajo condiciones de "rigurosidad media" puede tener lugar entre homoélogos con una identidad de
aproximadamente el 50-70%). De este modo, se requieren a menudo condiciones de rigurosidad "débil" o "baja" con
acidos nucleicos que derivan de organismos que son genéticamente diversos, ya que la frecuencia de secuencias
complementarias es normalmente menor.

[0053] "Condiciones de rigurosidad elevada”, cuando se utiliza en referencia a la hibridacion de acidos nucleicos
comprenden condiciones equivalentes a la unién o hibridacién a 42°C en una soluciéon que consiste en 5X SSPE
(43,8 g/l NaCl, 6,9 g/l NaH,PO4 H,O y 1,85 g/l EDTA, pH ajustado a 7,4 con NaOH), SDS al 0,5%, 5X reactivo de
Denhardt y 100 pug/ml de ADN de esperma de salmén desnaturalizado, seguido de lavado en una solucion que
comprende 0,1X SSPE, SDS al 1,0% a 42< cuando se utiliza una sonda de aproximadamente 500 nucleétidos de
longitud.

[0054] "Condiciones de rigurosidad media”, cuando se utiliza en referencia a la hibridacion de acidos nucleicos
comprenden condiciones equivalentes a la unién o hibridaciéon a 42°C en una solucién que consiste en 5X SSPE
(43,8 g/l NaCl, 6,9 g/l NaH,PO4 H,O y 1,85 g/l EDTA, pH ajustado a 7,4 con NaOH), SDS al 0,5%, 5X reactivo de
Denhardt y 100 pug/ml de ADN de esperma de salmén desnaturalizado, seguido de lavado en una solucion que
comprende 1,0X SSPE, SDS al 1,0% a 42< cuando se utiliza una sonda de aproximadamente 500 nucleétidos de
longitud.
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[0055] "Condiciones de rigurosidad baja", comprenden condiciones equivalentes a la unién o hibridacion a 42°C en
una solucién que consiste en 5X SSPE (43,8 g/l NaCl, 6,9 g/l NaH,PO4 H,O y 1,85 g/l EDTA, pH ajustado a 7,4 con
NaOH), SDS al 0,1%, 5X reactivo de Denhardt [50X solucion de Denhardt contiene por 500 ml: 5 g Ficoll (Tipo 400,
Pharamcia), 5 g BSA (Fraccion V; Sigma)] y 100 pug/ml de ADN de esperma de salmoén desnaturalizado, seguido de
lavado en una solucion que comprende 5X SSPE, SDS al 0,1% a 42T cuando se utiliza una sonda de
aproximadamente 500 nucleétidos de longitud.

[0056] Los siguientes términos se utilizan para describir las relaciones de secuencia entre dos 0 mas polinucledtidos:
"secuencia de referencia”, "identidad de secuencia", "porcentaje de identidad de secuencia”, e "identidad sustancial”.
Una "secuencia de referencia" es una secuencia definida utilizada como base para una comparacion de secuencias;
una secuencia de referencia puede ser un subconjunto de una secuencia mas grande, por ejemplo, como un
segmento de una secuencia de ADNc de longitud completa determinada en un listado de secuencias o puede
comprender una secuencia génica completa. En general, una secuencia de referencia tiene por lo menos 20
nucleétidos de longitud, frecuentemente por lo menos 25 nucleétidos de longitud, y a menudo por lo menos 50
nucleétidos de longitud. Dado que dos polinucleétidos pueden cada uno (1) comprender una secuencia (es decir,
una parte de la secuencia de polinucleétido completa) que es similar entre los dos polinucleétidos, y (2) pueden
comprender ademas una secuencia que es divergente entre los dos polinucleétidos, las comparaciones de
secuencias entre dos (0 mas) polinucledtidos se realizan habitualmente comparando secuencias de los dos
polinucleétidos sobre una "ventana de comparacién” para identificar y comparar regiones locales de similitud de
secuencia. Una "ventana de comparacion”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un segmento
conceptual de por lo menos 20 posiciones de nucleétidos contiguos en el que una secuencia de polinucleétido puede
compararse con una secuencia de referencia de por lo menos 20 nucleétidos contiguos y en el que la parte de la
secuencia de polinucleétido en la ventana de comparacién puede comprender adiciones o deleciones (es decir,
espacios) del 20 por ciento 0 menos en comparacion con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o
deleciones) para un alineamiento 6ptimo de las dos secuencias. El alineamiento éptimo de secuencias para alinear
una ventana de comparacion puede realizarse mediante el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman
[Smith y Waterman, Adv. Appl. Math. 2: 482 (1981)] mediante el algoritmo de alineamiento por homologia de
Needleman y Wunsch [Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443 (1970)], mediante la busqueda del método de
similitud de Pearson y Lipman [Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A)) 85: 2444 (1988)], mediante
implementaciones computarizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el Wisconsin Genetics
Software Package version 7.0, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante inspeccion, y
se selecciona la mejor alineacion (es decir, que da lugar al mayor porcentaje de homologia sobre la ventana de
comparacioén) generado por los diversos métodos. El término "identidad de secuencia” significa que dos secuencias
de polinucledtidos son idénticas (es decir, sobre una base de nucleétido por nucleétido) sobre la ventana de
comparacion. El término "porcentaje de identidad de secuencia" se calcula comparando dos secuencias
Optimamente alineadas sobre la ventana de comparacion, determinando el nimero de posiciones en las que
aparecen idénticas las bases de acido nucleico (por ejemplo, A, T, C, G, U o ) en ambas secuencias para producir el
namero de posiciones coincidentes, dividiendo el nimero de posiciones coincidentes por el numero total de
posiciones en la ventana de comparacion (es decir, el tamafio de la ventana), y multiplicando el resultado por 100
para producir el porcentaje de identidad de secuencia. El término "identidad sustancial”, tal como se utiliza en el
presente documento, indica una caracteristica de una secuencia de polinucleétido, en la que el polinucleétido
comprende una secuencia que tiene por lo menos un 85 por ciento de identidad de secuencia, preferiblemente por lo
menos un 90 a 95 por ciento de identidad de secuencia, mas habitualmente por lo menos un 99 por ciento de
identidad de secuencia en comparacién con una secuencia de referencia sobre una ventana de comparacion de por
lo menos 20 posiciones de nucleétidos, frecuentemente sobre una ventana de por lo menos 25-50 nucleétidos, en el
que el porcentaje de identidad de secuencia se calcula comparando la secuencia de referencia con la secuencia de
polinucleétido que puede incluir deleciones o adiciones que suman un total del 20 por ciento o menos de la
secuencia de referencia sobre la ventana de comparacion. La secuencia de referencia puede ser un subconjunto de
una secuencia mas grande, por ejemplo, como un segmento de las secuencias de longitud completa de las
composiciones de la presente solicitud (por ejemplo, GKLF).

[0057] Tal como se aplica a polipéptidos, el término "identidad sustancial" significa que dos secuencias peptidicas,
cuando se alinean éptimamente, tal como mediante los programas GAP o BESTFIT usando las ponderaciones de
los espacios por defecto, comparten por lo menos el 80 por ciento de identidad de secuencia, preferiblemente por lo
menos el 90 por ciento de identidad de secuencia, mas preferiblemente por lo menos el 95 por ciento de identidad
de secuencia 0 mas (por ejemplo, el 99 por ciento de identidad de secuencia). Preferiblemente, las posiciones de los
residuos que no son idénticas difieren en sustituciones conservadoras de aminoacidos. Las sustituciones de
aminoacidos conservativas se refieren a la intercambiabilidad de residuos que tienen cadenas laterales similares.
Por ejemplo, un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales alifaticas es glicina, alanina, valina, leucina, e
isoleucina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales alifaticas-hidroxilo es serina y treonina; un grupo
de aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen amida cadenas es asparagina y glutamina; un grupo de
aminoacidos que tienen cadenas laterales aromaticas es fenilalanina, tirosina, y triptéfano; un grupo de aminoacidos
gue tienen cadenas laterales bésicas es lisina, arginina, e histidina; y un grupo de aminoacidos que tienen cadenas
laterales que contiene azufre es cisteina y metionina. Los grupos de sustitucién conservativa de aminoacidos
preferidos son: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina, y asparagina-glutamina.
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[0058] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "molécula de ADN recombinante” tal como se utiliza
en el presente documento se refiere a una molécula de ADN que esta comprendida de segmentos de ADN unidos
mediante técnicas de biologia molecular.

[0059] EI término "aislado" cuando se usa en relacién con un &acido nucleico, como en "un oligonucleétido aislado" o
"polinucledtido aislado” se refiere a una secuencia de acido nucleico que se identifica y separa de por lo menos un
acido nucleico contaminante que esta asociado normalmente en su fuente natural. El acido nucleico aislado esta
presente en una forma o configuracidon que es diferente de aquella con la que se encuentra en la naturaleza. En
cambio, los acidos nucleicos no aislados son acidos nucleicos, tales como ADN y ARN, que se encuentran en el
estado en el que existen en la naturaleza. Por ejemplo, una secuencia de ADN determinada (por ejemplo, un gen) se
encuentra en el cromosoma de la célula huésped en la proximidad de genes vecinos; las secuencias de ARN, tales
como una secuencia de ARNm especifica que codifica una proteina especifica, se encuentran en la célula como una
mezcla con numerosos otros ARNm que codifican una multitud de proteinas. Sin embargo, el acido nucleico aislado
que codifica GKLF incluye, a modo de ejemplo, dicho acido nucleico en células que expresan normalmente GKLF
donde el acido nucleico esta en una localizacién cromosémica diferente de la de las células naturales, o en cualquier
caso, esta flanqueado por una secuencia de acido nucleico diferente de la que se encuentra en la naturaleza. El
acido nucleico, oligonucleoétido, o polinucledtido aislado puede estar presentes en forma de una sola cadena o de
doble cadena. Cuando un &cido nucleico, oligonucleétido o polinucleétido aislado se va a utilizar para expresar una
proteina, el oligonucledtido o polinucledtido contendran como minimo la cadena de sentido o codificacion (es decir,
el oligonucleodtido o polinucleétido puede ser monocatenario), pero pueden contener las cadenas de sentido y anti-
sentido (es decir, el oligonucledtido o polinucledtido puede ser de doble cadena).

[0060] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "parte” cuando se hace referencia a una secuencia
de nucledtidos (como en “una parte de una secuencia de nucleétidos determinada”) se refiere a fragmentos de esa
secuencia. Los fragmentos pueden variar en el tamafio de cuatro nucleétidos a la secuencia de nucle6tidos completa
menos un nucleodtido (10 nucleétidos, 20, 30, 40, 50, 100, 200, etc.).

[0061] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "regién codificante" cuando se utiliza en referencia a
un gen estructural se refiere a las secuencias de nucledtidos que codifican los aminoacidos hallados en el
polipéptido generado como resultado de la traduccién de una molécula de ARNm. La regién codificante esta unida,
en eucariotas, en la parte 5’ por el triplete de nucleétidos “ATG” que codifica la metionina iniciadora y en la parte 3’
por uno de los tres tripletes que especifican los codones de parada (es decir, TAA, TAG, TGA).

[0062] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "purificado” o "purificar” se refiere a la extracciéon de
contaminantes de una muestra.

[0063] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "vector” se utiliza en referencia a moléculas de acido
nucleico que transfieren el segmento o segmentos de ADN de una célula a otra. El término "vehiculo" a menudo se
utiliza indistintamente con "vector."

[0064] EI término "vector de expresion”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una molécula de
ADN recombinante que contiene una secuencia codificante deseada y secuencias de acido nucleico apropiadas
necesarias para la expresion de la secuencia codificante unida operativamente en un organismo huésped particular.
Las secuencias de acido nucleico necesarias para la expresion en procariotas incluyen normalmente un promotor,
un operador (opcional), y un sitio de union a ribosoma, a menudo junto con otras secuencias. Se sabe que las
células eucariotas utilizan promotores, potenciadores y sefiales de terminacion y poliadenilacién.

[0065] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "células huésped" se refiere a cualquier célula
eucariota o procariota (por ejemplo, células bacterianas, tales como E. coli, células de levadura, células de
mamifero, células de ave, células de anfibio, células vegetales, células de peces y células de insectos), ya esté in
vitro o in vivo. Por ejemplo, las células huésped se pueden localizar en un animal transgénico.

[0066] Los términos "sobreexpresion” y "que sobreexpresa" y equivalentes gramaticales, se usan en referencia a los
niveles de ARNm para indicar un nivel de expresion aproximadamente 3 veces mayor que los observados
habitualmente en un tejido determinado en un animal de control o no transgénico. Los niveles de ARNm se miden
utilizando cualquiera de una serie de técnicas conocidas por los expertos en la técnica, incluyendo, pero sin
limitacion, andlisis de transferencia Northern. Se incluyen controles apropiados en la transferencia Northern para
controlar las diferencias en la cantidad de ARN cargado de cada tejido analizado (por ejemplo, se puede utilizar la
cantidad de 28S ARNTr, un transcrito de ARN abundante presente en esencialmente la misma cantidad en todos los
tejidos, presente en cada muestra, como un medio de normalizacion o estandarizacion de la sefal de especifica de
ARNmM de GKLF observada en las transferencias Northern). Se cuantifica la cantidad de ARNm presente en la banda
correspondiente en tamafio al ARN del transgén de GKLF correctamente empalmado; en la cuantificacion de la
expresion del ARNm transgénico no se consideran otras especies menores de ARN que se hibridan a la sonda
transgén.

[0067] EI término "transfeccién”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a la introduccion de ADN
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exdgeno en células eucariotas. La transfeccion puede estar acompafiada por un conjunto de medio conocidos en la
técnica, que incluyen coprecipitacion de ADN con fosfato de calcio. transfeccion mediada por DEAE dextrano,
transfeccion mediada por polibreno, electroporacion, microinyeccion, fusion de liposomas, lipofeccion, fusion de
protoplastos, infeccion retroviral y biolistica.

[0068] EI término "transfeccion estable" o "transfectado de forma estable" se refiere a la introduccion e integracion
de ADN exdgeno en el genoma de la célula transfectada. El término "transfectante estable" se refiere a una célula
que ha integrado de ADN exdgeno de forma estable en el ADN gendémico.

[0069] EIl término "transfeccion transitoria” o “transfectado de manera transitoria” se refiere a la introduccion de ADN
exogeno en una célula en la que el ADN exdgeno no consigue integrarse en el genoma de la célula transfectada. El
ADN exoégeno permanece en el ndcleo de la célula transfectada durante varios dias. Durante este tiempo el ADN
exogeno estd sometido a controles reguladores que gobiernan la expresion de genes enddgenos en los
cromosomas. El término "transfectante transitorio” se refiere a células que captan ADN exdgeno, pero no consiguen
integrarse en este ADN.

[0070] El término "coprecipitacion de fosfato de calcio" se refiere a una técnica para la introduccion de acidos
nucleicos en una célula. La captacion de acidos nucleicos por las células aumenta cuando el acido nucleico se
presenta como un coprecipitado de fosfato de calcio y acido nucleico. La técnica original de Graham y van der Eb
(Graham y van der Eb, Virol., 52:456 [1973]), se ha modificado por varios grupos para optimizar las condiciones de
tipos particulares de células. El sector es consciente de estas numerosas modificaciones.

[0071] Una "composicion que comprende una secuencia de polinucleétido determinada”, tal como se utiliza en el
presente documento, se refiere ampliamente a cualquier composicién que contiene la secuencia de polinucleétido
determinada. La composicion puede comprender una solucidbn acuosa. Las composiciones que comprenden
secuencias de polinucledtidos que codifican GKLF (por ejemplo, SEQ ID NO:2) o fragmentos de la misma se pueden
utilizar como sondas de hibridacion. En este caso, las secuencias de polinucleétidos que codifican GKLF se utilizan
habitualmente en una solucion acuosa que contiene sales (por ejemplo, NaCl), detergentes (por ejemplo, SDS), y
otros componentes (por ejemplo, solucion de Denhardt, leche en polvo, ADN de esperma de salmén, etc.).

[0072] EIl término "compuesto de prueba” se refiere a cualquier entidad quimica, medicina, farmaco y similares, que
se puede utilizar para tratar o prevenir una enfermedad, afeccion, mal o trastorno de la funcién corporal, 0 que en
cualquier caso altera el estado fisiol6gico o celular de una muestra. Los compuestos de prueba comprenden
compuestos terapéuticos conocidos y potenciales. Se puede determinar que un compuesto de prueba sea
terapéutico mediante el cribado utilizando los métodos de cribado de la presente solicitud. Un “compuesto
terapéutico conocido” se refiere a un compuesto terapéutico que se ha demostrado (por ejemplo, a través de
pruebas en animales o antes de experimentar con la administracién en humanos) que es eficaz en dicho tratamiento
0 prevencion.

[0073] El término "muestra”, tal como se utiliza en el presente documento, se utiliza en el sentido mas amplio. Una
muestra sospechosa de contener un cromosoma humano o secuencias asociadas con un cromosoma humano
puede comprender una célula, cromosomas aislados de células (por ejemplo, la propagacion de cromosomas de
metafase), ADN gendmico (en solucién o unido a un soporte soélido, tal como, para andlisis de transferencia de
Southern), ARN (en solucién o unido a un soporte soélido, tal como, para analisis de transferencia de Northern),
ADNCc (en solucion o unido a un soporte sélido) y similares. Una muestra sospechosa de contener una proteina
puede comprender una célula, una parte de un tejido, un extracto que contiene una o mas proteinas, y similares.

[0074] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "respuesta”, cuando se utiliza en referencia a un
ensayo, se refiere a la generacion de una sefial detectable (por ejemplo, acumulaciéon de proteina informadora,
incremento en la concentracion de iones, acumulacion de un producto quimico detectable).

[0075] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "gen informador" se refiere a un gen que codifica
una proteina que se puede analizar. Entre los ejemplos de genes informadores se incluyen, pero sin limitacion,
luciferasa (véase, por ejemplo, de Wet et al., Mol. Cell. Biol. 7:725 [1987] y las patentes de Estados Unidos
6,074,859; 5,976,796; 5,674,713; y 5,618,682), proteina verde fluorescente (por ejemplo, nimero de acceso
GenBank U43284; un conjunto de variantes de GFP estan disponibles comercialmente en CLONTECH Laboratories,
Palo Alto, CA), cloramfenicol acetiltransferasa, -galactosidasa, fosfatasa alcalina y peroxidasa de rabano picante.

[0076] Tal como se utiliza en el presente documento, El término "construccion génica informadora sensible a
irritante” se refiere a una construccién que comprende un gen informador unido operativamente a una region
reguladora de un gen sensible a irritante.

Descripcion de la invencion

[0077] La presente invencion se refiere a composiciones tal como se define en las reivindicaciones. En otras
realizaciones, la presente invencién proporciona composiciones que comprende sustitutos de piel que comprenden
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construcciones génicas informadoras (es decir, construcciones génicas informadoras sensibles a irritante) tal como
se define en las reivindicaciones.

[0078] La piel humana protege al cuerpo de agresiones ambientales, tales como los productos quimicos y los
microorganismos. También es fundamental para la prevenciéon de la pérdida de agua de nuestro cuerpo. Los
defectos en la funciéon de barrera de la piel tienen efectos perjudiciales que conducen a la entrada de sustancias
téxicas, infecciones o una pérdida severa de agua. A veces, es deseable mejorar la funcidon de barrera de la piel por
razones médicas, de cuidado de bebés o cosméticas, mientras que en otras ocasiones seria ventajoso reducir la
permeabilidad de la barrera; para administrar farmacos por via transdérmica, por ejemplo. Las compaiiias
farmacéutica, cosmética y de productos de consumo tienen todas productos que puedan entrar en contacto con la
piel. Estas empresas necesitan saber pronto en el proceso de desarrollo si su compuesto o formulacion afectaran a
la funcion de barrera esencial de la piel. Se ha utilizado tejido de piel extirpado para medir la absorcion percutanea,
pero se han indicado en la literatura una serie de problemas con esta preparacion. Existen diferencias en la
absorcién entre la piel humana y animal que puede dar lugar a resultados erréneos y la disponibilidad de tejido
humano es variable .También existen presiones politicas y sociales crecientes para eliminar o reducir el nimero de
animales utilizados para pruebas de seguridad.

[0079] Estas dificultades y la necesidad creciente de entender las propiedades de permeabilidad de nuevas
formulaciones y potenciales agentes terapéuticos transdérmicos han conducido a muchos estudios para mejorar las
propiedades de permeabilidad de cultivos de equivalentes de piel in vitro. El desarrollo de un sustituto de piel
cultivado que recapitula las propiedades de barrera de piel humano también proporcionara una mejor fuente de
tejido sintético para terapia para quemaduras. La disponibilidad de sustitutos de piel cultivados que mas se parecen
a la piel humana facilitara los ensayos de productos cosméticos, farmacéuticos y otros compuestos tépicos mediante
la reduccion de la dependencia de los ensayos en animales de estos productos.

[0080] EI epitelio escamoso estratificado, tal como la piel y el epitelio oral, son tejidos de renovacién multicapas
compuestos principalmente de queratinocitos. Los queratinocitos diferenciados se pierden continuamente de la
superficie y se sustituyen mediante la proliferacion de gqueratinocitos basales. La velocidad a la que una célula basal
inicia y completa su programa de diferenciacion parece estar estrictamente regulada, aunque los controles
moleculares para dicha regulacién son confusos (Fuchs, J. Cell. Sci. Suppl., 17: 197-208 (1993)). In vivo, las etapas
finales del proceso de diferenciacion terminal se caracterizan por numerosos cambios que incluyen el apilamiento de
filamentos intermedios de queratina mediado por filagrina y la liberacién de lipidos de los granulos que recubren la
membrana en el espacio intercelular (Schurer et al., Dermatologica, 183: 77-94 (1991)). La envoltura cornificada,
otra estructura de diferenciacién terminal que consiste en diversas proteinas que estan reticuladas covalentemente
mediante la accion de transglutaminasas dependientes de calcio, también se forma en la diferenciacion de
queratinocitos (Aeschlimann et al., Thrombosis & Haemostasis, 71 (4): 402-15 (1994); Reichert et al., The cornified
envelope: a key structure of terminally differentiating queratinocitos, in Molecular Biology of the Skin, M. Darmon,
Editor. 1993, Academic Press, Inc.: San Diego. 107-150 (1993)). En la epidermis, los queratinocitos pierden
organulos intracelulares y enuclean en las capas superiores del tejido, formando una “carcasa muerta” con una alta
resistencia a la traccién. Los mecanismos moleculares que gobiernan la enucleacién de queratinocitos y la
diferenciacion terminal estan poco comprendidos. Los estudios ((Sachsenmeier et al., J. Biol. Chem., 271: 5-8
(1996); Hines et al., Promega Notes, 59: p. 30-36 (1996); Hines et al., J. Biol. Chem., 271(11): 6245-6251 (1996);
Polakowska et al., Developmental Dynamics, 199(3): 176-88 (1994); Haake et al., J. Invest. Derm. Symp. Proc., 3:
28-35 (1998)) sugieren que la diferenciaciéon terminal en queratinocitos puede constituir una forma especial de
muerte celular apoptética.

[0081] La piel humana se compone de una capa dérmica que contiene fibroblastos incluidos en una matriz de
proteina extracelular y una capa epidérmica, que consiste principalmente en queratinocitos que se diferencian para
formar la capa impermeable méas externa de la piel. La funcién principal de la piel humana es proporcionar una
barrera fisica para evitar la pérdida excesiva de fluido corporal debido a la evaporacion. La funcién de barrera esta
localizada en el estrato cérneo de la piel. El estrato cérneo ha sido descrito como una matriz de células rellenas de
queratina impermeables incluida en una matriz de lipidos, analoga a un muro de ladrillo. Los componentes
fundamentales de la barrera del estrato corneo son los lipidos depositados por los queratinocitos durante la
formacion del estrato corneo. En el estrato granuloso, los queratinocitos contienen granulos de queratohialina y
cuerpos lamelares. En la interfase del estrato granuloso/estrato corneo, los cuerpos lamelares se fusionan con la
membrana plasmatica y extruyen su contenido de lipidos en el espacio intercelular. También se libera un nimero de
enzimas que sirven para procesar fosfolipidos y glucosilceramidas a acidos grasos y ceramidas, respectivamente.
Los lipidos extracelulares del estrato cérneo se ensamblan en estructuras multilamelares que rodean las envolturas
cornificadas rellenas de queratina producidas a partir de los queratinocitos. Los lipidos del estrato cérneo
comprenden 10-15% del peso seco del tejido y consisten principalmente (en peso) de ceramidas (50%), colesterol
(25%) y acidos grasos libres (10%) en cantidades aproximadamente equimolares (Wertz et al., Chem. Phys. Lipid,
91 (2): 85-96. (1998)). Estos lipidos derivan principalmente de la biosintesis en los queratinocitos. Una parte de las
ceramidas tiene el papel inusual de formar enlaces covalentes con grupos en la superficie de las envolturas
cornificadas, incluyendo enlaces a involucrina. Esta omegahidroxiceramida unida covalentemente forma una
monocapa lipidica que rodea la superficie exterior de las células cornificadas. El papel preciso de esta estructura es
desconocido. Recientemente se demostré la importancia de omegahidroxiceramidas sobre la funcién de barrera
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mediante la inhibicién de su formacién en la piel de raton sin pelo con un inhibidor de la CYP4 P-450 omega
hidroxilasa (Behne et al., J. Invest. Dermatol, 114 (1): 185-92 (2000)).

[0082] Después del descubrimiento de que el tetréxido de rutenio podria utilizarse para revelar las lamelas en el
microscopio electrénico, el analisis de la ultraestructura del estrato cérneo ha proporcionado importantes
conocimientos sobre la calidad del estrato corneo. Por ejemplo, los estudios han examinado la presencia de cuerpos
lamelares en el estrato granuloso, la excreciéon adecuada del contenido de cuerpos lamelares en la interfase estrato
granuloso/estrato cérneo y la presencia de bandas alternadas densas de electrones y luminosas de electrones de
las lamelas lipidicas. La microscopia electronica revela también desmosomas densos de electrones en el estrato
cérneo, ocupando el ~15% de los espacios intercelulares y que posiblemente son importantes en la adhesion célula-
célula.

[0083] La presente solicitud proporciona sustitutos de piel que tienen una funcién de barrera mejorada, y describe
composiciones y métodos para la fabricacion de sustitutos de piel que tienen una funcion de barrera mejorada. Por
conveniencia, la descripcion de la invencion se presenta en las siguientes secciones: a) Fuentes de queratinocitos y
otras células para crear sustitutos de piel con una funcién de barrera mejorada; B) Condiciones de cultivo para crear
una funcion de barrera mejorada en sustitutos de piel; C) Modificacidon genética de células para uhna funcién de
barrera mejroada; y D) Usos de los sustitutos de piel que tienen una funcién de barrera mejorada.

A. Fuentes de queratinocitos y otras células parac  rear sustitutos de piel

[0084] Se contempla que los métodos de la presente solicitud se pueden utilizar para crear sustitutos de piel que
tienen una funcidon de barrera mejorada. En general, cualquier fuente de células o linea celular que pueda
estratificarse en epitelio escamoso es Util en la presente solicitud. Por consiguiente, la presente solicitud no se limita
al uso de cualquier fuente particular de células que son capaces de diferenciarse en el epitelio escamoso. De hecho,
la presente solicitud contempla el uso de una variedad de lineas celulares y fuentes de células que se pueden
diferenciar en el epitelio escamoso, incluyendo queratinocitos primarios e inmortalizados. Fuentes de células
incluyen queratinocitos y fibroblastos dérmicos de biopsias de donantes humanos y cadaveres (Auger et al., In Vitro
Cell. Dev. Biol. -Animal 36:96-103; patentes de Estados Unidos Nos. 5,968,546 y 5,693,332), prepucios neonatales
(Asbill et al., Pharm. Research 17(9): 1092-97 (2000); Meana et al., Burns 24:621-30 (1998); patentes de Estados
Unidos Nos. 4,485,096; 6,039,760; y 5,536,656), y lineas celulares de queratinocitos inmortalizados, tales como
células NM1 (Baden, In Vitro Cell. Dev. Biol. 23(3):205-213 (1987)), células HaCaT (Boucamp et al., J. cell. Boil.
106:761-771 (1988)); y células NIKS (linea celular BC-1-Ep/SL; patente de Estados Unidos No. 5,989,837 ATCC
CRL-12191). Cada una de estas lineas celulares se puede cultivar o modificar genéticamente modificada tal como
se describe a continuacién a efectos de mejorar la funcion de barrera del equivalente de piel resultante.

[0085] En realizaciones particularmente preferidas, se utilizan células NIKS. El descubrimiento de una nueva linea
celular de queratinocitos humanos (queratinocitos inmortalizados o NIKS casi diploides) ofrece una oportunidad para
modificar genéticamente queratinocitos humanos para nuevos métodos de ensayo in vitro. Una ventaja Unica de las
células NIKS es que son una fuente constante de queratinocitos humanos genéticamente uniformes, libres de
patégenos. Por esta razon, son Utiles para la aplicacién de estrategias de modificacidn genética y expresion génica
gendmica para proporcionar cultivos de equivalentes de piel con propiedades mas similares a la piel humana. Dichos
sistemas proporcionaran una importante alternativa al uso de animales para probar los compuestos y formulaciones.
La linea celular de queratinocitos NIKS, identificada y caracterizada en la Universidad de Wisconsin, no es
tumorigénica, muestra un cariotipo estable, y muestra una diferenciacién normal tanto en cultivo en monocapa como
en cultivo organotipico. Las células NIKS forman equivalentes de piel totalmente estratificadas en cultivo. Estos
cultivos son indistinguibles por todos los criterios examinados hasta ahora de cultivos organotipicos formados de
gueratinocitos humanos primarios. A diferencia de células primarias, sin embargo, las células inmortalizadas NIKS
continuaran proliferando en cultivo en monocapa indefinidamente. Esto proporciona una oportunidad para manipular
genéticamente las células y aislar nuevos clones de células con nuevas propiedades utiles (Allen-Hoffmann et al., J.
Invest. Dermatol, 114 (3): 444-455 (2000))

[0086] Las células NIKS surgieron de la cepa BC-1-Ep de los queratinocitos de prepucio neonatal humano aislados
de un bebé varon aparentemente normal. En los primeros pases, las células BC-1-Ep no mostraron caracteristicas
morfolégicas o de crecimiento que fueran atipicas para queratinocitos humanos normales cultivados. Las células BC-
1-Ep cultivadas mostraron estratificacion, asi como caracteristicas de muerte celular programada. Para determinar la
vida util de replicacion, las células Bc-1-Ep se cultivaron en serie hasta la senescencia en un medio de crecimiento
de queratinocitos estandar a una densidad de 3 x 10° células por placa de 100 mm y se hicieron pases a intervalos
semanales (aproximadamente una separacion de 1:25). Por el pase 15, la mayoria de los queratinocitos en la
poblacién parecian senescentes en base a la presencia de numerosas colonias abortivas que presentaban células
grandes y planas. Sin embargo, en el pase 16, los queratinocitos que presentaban un tamafio de células pequefias
eran evidentes. Por el pase 17, s6lo los queratinocitos de tamafio pequefio estaban presentes en el cultivo y no eran
evidentes los queratinocitos senescentes grandes. La poblacién resultante de pequefios queratinocitos que
sobrevivieron este posible periodo de crisis aparecieron morfolégicamente uniformes y produjeron colonias de
queratinocitos que mostraban caracteristicas tipicas de queratinocitos, incluyendo la adhesién célula-célula y la
produccién aparente de escamas. Los queratinocitos que sobrevivieron a la senescencia se cultivaron en serie a una
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densidad de 3 x 10° células por placa de 100 mm. Normalmente los cultivos alcanzaron una densidad celular de
aproximadamente 8 x 10° células en 7 dias. Esta velocidad estable de crecimiento celular se mantuvo a través de
por lo menos 59 pases, lo que demuestra que las células habian alcanzado la inmortalidad. Los queratinocitos que
surgieron de la poblaciéon senescente original fueron designados originalmente como linea espontanea/BC-1-Ep y
ahora se denominan NIKS. La linea celular NIKS ha sido cribada por la presencia de secuencias de ADN proviral
para VIH-1, VIH-2, EBV, CMV, HTLV-1, HTLV-2, VHB, VHC, parvovirus B-19, VPH-16 y VPH-31 utilizando PCR o
analisis Southern. No se detect6 ninguno de estos virus.

[0087] El analisis cromosdmico se realizé en las células BC-1-Ep parentales en el pase 3 y las células NIKS en los
pases 31y 54. Las células BC-1-Ep parentales tienen un complemento cromosémico normal de 46, XY. En el pase
31, todas las células NIKS contienen 47 cromosomas con un isocromosoma adicional del brazo largo del
cromosoma 8. No se detectaron otras anomalias cromosémicas generales o cromosomas marcadores. En el pase
54, todas las células contenian el isocromosoma 8.

[0088] Las huellas genéticas de ADN para la linea celular NIKS y los queratinocitos BC-1-EP son idénticas en los
doce locus analizados, lo que demuestra que las células NIKS surgieron de la poblaciéon de BC-1-Ep parental. Las
probabilidades de que la linea celular NIKS tenga la huella genética de ADN de BC-1-Ep parental por azar es de 4 x
10", Las huellas genéticas de ADN de tres fuentes diferentes de queratinocitos humanos, ED-1-Ep, SCC4 y
SCC13y son diferentes del patron de BC-1-EP. Estos datos también muestran que los queratinocitos aislados de
otros seres humanos, ED-1-Ep, SCC4 y SCC13y, no estan relacionados con las células BC-1-Ep o entre si. Los
datos de huellas genéticas de ADN de NIKS proporcionan una manera inequivoca para identificar la linea celular
NIKS.

[0089] La pérdida de funcién de p53 esta asociada con un potencial proliferativo aumentado y un aumento de la
frecuencia de inmortalidad en células cultivadas. La secuencia de p53 en las células NIKS es idéntica a las
secuencias publicadas de p53 (nimero de acceso al GenBank: M14695). En los seres humanos, existe p53 en dos
formas polimérficas predominantes que se distinguen por el aminoacido en el codén 72. Ambos alelos de p53 en las
células NIKS son de tipo natural y tienen la secuencia CGC en el codon 72, que codifica una arginina. La otra forma
comun de p53 tiene una prolina en esta posicién. La secuencia completa de p53 en las células NIKS es idéntica a
las células progenitoras BC-L-EP. Rb también se encontrdé que era de tipo natural en las células NIKS.

[0090] EI crecimiento independiente del anclaje estd muy correlacionado con la tumorigenicidad in vivo. Por esta
razén, se investigaron las caracteristicas de crecimiento independiente del anclaje de células NIKS en un medio que
contiene agar o metilcelulosa. Después de 4 semanas en un medio que contenia agar o metilcelulosa, las células
NIKS permanecieron como células individuales. Los ensayos continuaron durante un total de 8 semanas para
detectar variantes de crecimiento lento de las células NIKS. No se observé ninguna.

[0091] Para determinar la tumorigenicidad de los queratinocitos BC-1-EP parentales y la linea celular inmortal de
gueratinocitos NIKS, se inyectaron las células en los costados de ratones desnudos atimicos. La linea celular de
carcinoma de células escamosas humanas, SCC4, se utilizé como control positivo para la produccién de tumores en
estos animales. La inyeccién de las muestras se disefio de manera que los animales recibieron células SCC4 en un
costado vy, los queratinocitos BC-1-EP parentales o las células NIKS en el costado opuesto. Esta estrategia de
inyeccion elimind la variacién entre animales en la produccién de tumores y confirmé que los ratones podrian apoyar
el crecimiento vigoroso de células tumorigénicas. Ni los queratinocitos BC-1-EP parentales (paso 6) ni los
gueratinocitos NIKS (paso 35) produjeron tumores en ratones desnudos atimicos.

[0092] Se analizaron células NIKS por la capacidad de experimentar diferenciaciéon en el cultivo de superficie y el
cultivo organotipico. Para las células en cultivo de superficie, se monitoriz6 un marcador de diferenciacién
escamosa, la formacién de envolturas cornificadas. En queratinocitos humanos cultivados, las primeras etapas de
ensamblaje de envolturas cornificadas dan lugar a la formacién de una estructura inmadura compuesta de
involucrina, cistatina-a y otras proteinas, que representan la tercera mas interna de las envolturas cornificadas
maduras. Menos del 2% de los queratinocitos de las células BC-1-EP adherentes o la linea celular NIKS producen
envolturas cornificadas. Este hallazgo es consistente con estudios previos que demuestran que queratinocitos
subconfluentes de crecimiento activo producen menos del 5% de envolturas cornificadas. Para determinar si la linea
celular NIKS es capaz de producir envolturas cornificadas cuando se induce la diferenciacién, se extrajeron las
células del cultivo de superficie y se suspendieron durante 24 horas en un medio hecho semisélido con
metilcelulosa. Muchos aspectos de la diferenciacion terminal, incluyendo la expresion diferencial de las queratinas y
la formacién de envolturas cornificadas, se pueden activar in vitro mediante la pérdida de queratinocitos célula-célula
y la adhesion célula-sustrato. Los queratinocitos NIKS produjeron tantas envolturas cornificadas, y normalmente
mas, que los queratinocitos parentales. Estos hallazgos demuestran que los queratinocitos NIKS no son defectuosos
en su capacidad para iniciar la formacion de esta estructura de diferenciacion especifica del tipo de célula.

[0093] Para confirmar que los queratinocitos NIKS pueden experimentar una diferenciacion escamosa, las células se
cultivaron en cultivo organotipico. Los cultivos de queratinocitos desarrollados en sustratos de plastico y sumergidos
en un medio se replican, pero muestran una diferenciacion limitada. Especificamente, los queratinocitos humanos se
vuelven confluentes y se someten a una estratificacion limitada que produce una lamina que consiste en 3 0 mas

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2457092 T3

capas de queratinocitos. Mediante microscopia optica y electronica existen diferencias notables entre la arquitectura
de las laminas de mudltiples capas formadas en el cultivo de tejido y la piel humana intacta. En cambio, las técnicas
de cultivo organotipico permiten el crecimiento y diferenciacién de queratinocitos en condiciones similares a in vivo.
Especificamente, las células se adhieren a un sustrato fisiolégico que consiste en fibroblastos dérmicos incluidos
dentro de una base de colageno fibrilar. El cultivo organotipico se mantiene en la interfase de medio aire. De esta
manera, las células en las laminas superiores se exponen al aire, mientras las células basales de proliferacion
permanecen mas cercanas al gradiente de nutrientes proporcionados por difusién a través del gel de colageno. En
estas condiciones, se forma una arquitectura del tejido correcta. Son evidentes varias caracteristicas de una
epidermis normal diferenciadora. En las células parentales y la linea celular NIKS una sola capa de células basales
cuboidales descansa en la unién de la epidermis y el equivalente dérmico. La morfologia redondeada y la proporcién
elevada de nucleo con respecto a citoplasma es indicativo de una poblacion de queratinocitos que se dividen
activamente. En la epidermis humana normal, a medida que las células basales se dividen dan lugar a células hijas
gue migran hacia arriba en las capas diferenciadoras del tejido. Las células hijas aumentan de tamafio y se vuelven
aplanadas y escamosas. Finalmente, estas células pierden el nacleo y forman estructuras queratinizadas
cornificadas. Este proceso de diferenciacion normal es evidente en las capas superiores de las células parentales y
las células NIKS. La aparicion de células escamosas aplanadas es evidente en las capas superiores de los
queratinocitos y demuestra que la estratificacién ha tenido lugar en los cultivos organotipicos. En la parte mas
superior de los cultivos organotipicos, las escamas sin nlcleo se pierden de la parte superior del cultivo. Hasta la
fecha, no se han observado diferencias histologicas en la diferenciaciéon a nivel de microscopio 6ptico entre los
gueratinocitos parentales y la linea celular de queratinocitos NIKS desarrollada en el cultivo organotipico.

[0094] Para observar caracteristicas méas detalladas de los cultivos organotipicos parentales (pase 5) y NIKS (pase
38) y para confirmar las observaciones histologicas, se analizaron las muestras utilizando microscopia electrénica.
Las células parentales y la linea celular de queratinocitos humanos inmortalizados, NIKS, se recogieron después de
15 dias en cultivo organotipico y se hizo un corte perpendicular a la capa basal para mostrar la extension de la
estratificacion. Tanto las células parentales como la linea celular NIKS experimentan una gran estratificacion en
cultivo organotipico y forman estructuras que son caracteristicas de la epidermis humana normal. Se forman
abundantes desmosomas en cultivos organotipicos de células parentales y la linea celular NIKS. También se
observo la formacién de una lamina basal y los hemidesmosomas asociados en las capas de queratinocitos basales
de las células parentales y la linea celular. Los hemidesmosomas son estructuras especializadas que incrementan la
adhesién de los queratinocitos a la lamina basal y ayudan a mantener la integridad y la resistencia del tejido. La
presencia de estas estructuras era especialmente evidente en areas en las que las células parentales o las células
NIKS se han unido directamente al soporte poroso. Estos descubrimientos concuerdan con los descubrimientos
ultraestructurales previos que utilizan queratinocitos de prepucio humano cultivados sobre un soporte poroso que
contiene fibroblastos. El analisis a nivel de microscopio 6ptico y de electrones demuestra que la linea celular NIKS
en un cultivo organotipico puede estratificarse, diferenciarse y formar estructuras, tales como desmosomas, lamina
basal y hemidesmosomas hallados en epidermis humana normal.

B. Condiciones de cultivo para crear una funcién de barrera mejorada en sustitutos de piel

[0095] En algunas realizaciones de la presente solicitud, se proporcionan métodos de cultivo de equivalentes de piel
que dan lugar a la funcién de barrera mejorada en comparacion con los equivalentes de piel cultivados mediante
métodos convencionales. La estratificacion completa y la diferenciacién histolégica de los queratinocitos normales se
pueden lograr mediante el uso de métodos de cultivos organotipicos tridimensionales (Bell et al., Proc. Nat. Acad.
Sci. EE.UU., 76: 1274-1278 (1979); Fusenig, Epithelial mesenchymal interactions regulate queratinocito growth and
differentiation in vitro, in The Queratinocito Handbook, I.M. Leigh, Lane, E.B., y F.M. Watt, Editor. 1994, University
Press: Cambridge (1994); Parenteau et al., Cytotechnology, 9: 163-171(1992)). Los queratinocitos normales
desarrollados en la superficie de geles de colageno que contienen fibroblastos dérmicos pueden generar estructuras
especializadas, tales como la membrana basal y los hemidesmosomas, que son caracteristicos de la arquitectura del
tejido normal de epitelios escamosos estratificados. La técnica de cultivo organotipico para queratinocitos normales
ha impulsado el reciente desarrollo de modelos in vitro para estudios farmacotoxicolégicos cutaneos. Esto se ha
convertido en una importante alternativa a la experimentacion con animales

[0096] Cuando los cultivos in vitro de queratinocitos humanos se desarrollan en una interfase aire-liquido, se forma
un estrato cérneo muy ordenado. Aunque la permeabilidad en agua disminuye con el aumento del tiempo de cultivo
en la interfase aire-liquido (Cumpstone et al., J. Invest. Dermatol, 92 (4):. 598-600 (1989)), la permeabilidad de los
cultivos de equivalente de piel in vitro es mucho mayor que la de la piel humana intacta, es decir, la funcién de
barrera es defectuosa en los sistemas de cultivo Ponec, int. J. Cosmetic Sci., 14: 245-264 (1992)). En un esfuerzo
por mejorar la barrera de permeabilidad, se han examinado un conjunto de variables de cultivo y algunos han
conducido a propiedades mejoradas de los cultivos (Tabla 1). Por ejemplo, el crecimiento de los cultivos a una
humedad relativa baja mejora la funcién de barrera de cultivos de equivalentes de piel (Mak et al., J. Invest.
Dermatol, 96 (3):. 323-7 (1991)). Se cree que el flujo de agua transepidérmica puede servir como una sefial
reguladora para la sintesis de lipidos de la epidermis y la reparacion después de la alteracion de la barrera
epidérmica (Grubauer et al., J. Lipid Res., 30 (3):. 323-33 (1989)). También se han utilizado ratones sin pelo para
demostrar la funcién de barrera mejorada, la morfologia epidérmica (grosor de SC, nimero de estructuras de
membranas lamelares, nimero de cuerpos lamelares) y el contenido de lipidos en respuesta a la menor humedad.
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[0097] Una diferencia bioquimica clave entre sustitutos de piel cultivados y la piel intacta es el perfil de lipidos
extracelulares que se hallan en la capa mas externa de la piel normal. Los cultivos de queratinocitos diferenciados
son deficientes en varias ceramidas que son constituyentes principales de piel normal (Ponec et al., J. Invest.
Dermatol., 109(3): 348-55 (1997)). Se secretan grandes cantidades de estos lipidos extracelulares especializados
por queratinocitos diferenciados y se ensamblan en bicapas lipidicas que son esenciales para la funcion de barrera
epidérmico normal. La comparacion de la composicion lipidica entre los cultivos de equivalentes de piel in vitro y la
piel humana revelé diferencias sorprendentes. La piel humana contiene siete formas de ceramidas, pero los cultivos
producian principalmente las ceramidas 1-3 y muy poco de las ceramidas 6 y 7. El reestablecimiento de un perfil de
lipidos mas completo ha sido el objetivo final de varios estudios. Por ejemplo, se observé que la adiciéon de vitamina
C al medio era critica para un espectro completo de lipidos ceramidas en cultivos de equivalente de piel. Las
ceramidas 6 y 7 contienen una base esfingoide hidroxilada y/o acido graso, y la produccién de éstas se facilita
probablemente por la presencia de vitamina C. En este estudio, los perfiles de lipidos de los cultivos de equivalente
de piel disponibles comercialmente EPIDERM, SKINETHIC y Living Skin Equivalent eran todos deficientes en las
ceramidas 5, 6 y 7. La adicion de vitamina C mejor6 el perfil de lipidos y la arquitectura global de SC determinada
mediante microscopia electrénica.

Tabla 1. Efecto de las sustancias afadidas a cultivo s in vitro sobre la funcion de barrera o la composi cién

lipidica
Compuesto Funcion de barrera Composicion lipidica Referencia
EGF Triglicéridos elevados Ponec et al., supra.
Estrégeno Acelera Williams et al., J Investig.
Dermatol. Symp. Proc.,
3(2): 75-9 (1998).
Activadores de FXAR Acelera Hanley et al., supra.
Activadores de PPAR Acelera Hanley et al.
Vitamina C Mejora importante Ponec et al.
Vitamina E Sin efecto Ponec et al.
Vitamina D Mejorada/Sin efecto Williams et al., Mac et al.,
supra.

[0098] Los activadores de los receptores nucleares de hormonas han sido analizados por sus efectos sobre el
desarrollo de la funcion de barrera. La adicion de vitamina D ha dado lugar a mejoras en algunos estudios (Mak et
al., Supra), pero no en otros (Hanley et al., Supra). Los activadores del receptor activado por el proliferador de
peroxisomas (PPAR) y el receptor activado por farnesoide X (FXAR) aceleran la maduracion de barrera en la piel de
rata fetal in vitro y en el Utero. Los cambios estructurales fueron consistentes con la reduccion en la pérdida de agua
transepidérmica, incluyendo la aparicion de una SC distinta, un estrato granuloso mas grueso, y un aumento de la
densidad de las estructuras lamelares.

[0099] La composicion lipidica anormal de cultivos de equivalentes de piel también se mejora mediante el injerto
sobre ratones inmunodeficientes (Vicanova et al., J. Investig. Dermatol. Symp. Proc., 3(2): 114-20 (1998)). Los
queratinocitos humanos cultivados mantienen la capacidad de generar una epidermis diferenciada cuando se
injertan en ratones atimicos. Cuando se examinaron los sustitutos de piel cultivados entre seis meses y dos afios
después del injerto, se observaron mejoras significativas en la composicion lipidica y la ultraestructura de SC. Los
niveles elevados de triglicéridos y los niveles bajos de ésteres de colesterol y acidos grasos libres observados en los
cultivos in vitro se normalizaron en seis meses después del injerto. Se expresaron las ceramidas 6 y 7, indetectables
en los cultivos in vitro, por células humanas después de seis meses de injerto. Estos estudios destacan el hecho de
que las condiciones de cultivo in vitro actuales son defectuosas en su capacidad de producir equivalentes de piel con
una funcién de barrera normal. Las condiciones de cultivo mejoradas que mas mimetizan estrechamente las sefales
normales de desarrollo deben aumentar el desarrollo de la funcion de barrera.

[0100] El desarrollo de la funcién de barrera in vivo esta regulada temporalmente. En la rata, por ejemplo, en el dia
gestacional 19 las crias de ratas fetales no presentan barrera, pero antes del dia 21 se ha formado una barrera
competente (Aszterbaum et al., Pediatr. Res., 31 (4 Pt 1): 308-17. (1992)). El desarrollo de una barrera epidérmica
competente se produce entre los dias embrionarios 15 y 16 de la gestacion de ratdon (Hardman et al, Desarrollo,
125:. 1541-1552 (1998)). La barrera funcional aparece junto con una SC de varias capas y membranas lamelares
maduras en SC. La expresion de las proteinas estructurales de corneocitos loricrina, filagrina e involucrina aumentan
durante este periodo. La expresién de las enzimas implicadas en el procesamiento de lipidos, beta-
glucocerebrosidasa y sulfatasa de esteroides, también aumentan. El proceso también es susceptible a la
manipulaciéon por los factores ambientales y hormonales. Los activadores PPAR y FXAR proporcionadas durante
dos dias por el utero aceleraron el desarrollo de la funcion de barrera en crias de 19 dias tal como se observé
mediante la reduccion en la pérdida de agua transepidérmica. Los tratamientos también mejoraron la morfologia de
SCy la expresion de genes de las proteinas estructurales y funciones enzimaticas clave.
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[0101] Por consiguiente, en algunas realizaciones de la presente solicitud, los siguientes tratamientos, solos o0 en
combinacién, se utilizan para proporcionar una funciéon de barrera incrementada en equivalentes de piel cultivadas
organotipicamente. En algunas realizaciones, los cultivos organotipicos se complementan con de aproximadamente
1 microgramo/ml a aproximadamente 200 microgramos/ml de acido ascorbico, preferiblemente aproximadamente 50
microgramos/ml de &cido ascoérbico. En otras realizaciones, los cultivos organotipicos se complementan con
aproximadamente de 1 a 200 uM de acido linoleico, preferiblemente aproximadamente 30 uM de &cido linoleico. En
otras realizaciones, los cultivos organotipicos se complementan con aproximadamente de 1 a 200 uM de farnesol,
preferiblemente aproximadamente 50 uM de farnesol. En otras realizaciones, los cultivos organotipicos se llevan a
cabo a de aproximadamente 50 al 95% de humedad, preferiblemente aproximadamente el 75% de humedad. La
funcién de barrera se evalGa convenientemente en los equivalentes de piel mediante la medicién de la capacitancia
eléctrica de la superficie (SEC). En realizaciones preferidas, los equivalentes de piel con una funcién de barrera
mejorada en comparacion con los equivalentes de piel de control tienen un valor SEC de menos de
aproximadamente 5 veces la SEC observada en la piel humana normal (por ejemplo, aproximadamente 150-250
pF). En realizaciones particularmente preferidas, los equivalentes de piel con una funciéon de barrera mejorada en
comparacion con los equivalentes de piel de control tienen una SEC de menos de aproximadamente de 2-3 veces
de la SEC observada en la piel humana normal (por ejemplo, aproximadamente 80-120 pF). En otras realizaciones,
los equivalentes de piel con la funcién de barrera mejorada se caracterizan por el contenido de ceramida. Por
consiguiente, en algunas realizaciones, el contenido de ceramidas 5-7 es de entre aproximadamente 20-50% de la
masa total de ceramida, preferiblemente aproximadamente 30-45% de la masa total de la ceramida. En otras
realizaciones, el contenido de ceramida 2 es de entre aproximadamente 10 al 40% de la masa total de ceramida,
preferiblemente de aproximadamente 20 al 30% del contenido total de ceramida.

[0102] La presente solicitud proporciona ademas métodos y composiciones adicionales para producir equivalentes
de piel con caracteristicas mejoradas, incluyendo una funcién de barrera mejorada. Los métodos y composiciones
mejorados se describen en las siguientes secciones: 1) Técnicas de cultivo y 2) Medios de cultivo.

1. Técnicas de cultivo

[0103] La presente solicitud proporciona técnicas mejoradas de cultivos organotipicos para producir equivalentes de
piel con propiedades superiores. En algunas realizaciones, se prepara un equivalente dérmico. En realizaciones
preferidas, el equivalente dérmico comprende colageno y fibroblastos humanos. Se contempla el uso de una
variedad de tipos de colageno, incluyendo, pero sin limitacion, colageno de tendon de cola de rata (Tipo I).
Asimismo, se contempla el uso de una variedad de diferentes tipos de fibroblastos, incluyendo, pero sin limitacion,
células NHDF (Fibroblastos Dérmicos Humanos Normales) y células recogidas de un donante o paciente.

[0104] La presente solicitud tampoco se limita a la utilizacion de ninguna concentracién o cantidad de colageno
particular. En realizaciones preferidas, los equivalentes dérmicos se preparan con aproximadamente 0,2 mg de
colageno por centimetro cuadrado de dicho equivalente dérmico hasta 2,0 mg de colageno por centimetro cuadrado
de dicho equivalente dérmico. En realizaciones mas preferidas, el equivalente dérmico contiene aproximadamente
0,22 mg de colageno por centimetro cuadrado de dicho equivalente dérmico hasta 1,0 mg de colageno por
centimetro cuadrado de dicho equivalente dérmico. En las realizaciones mas preferidas, el equivalente dérmico
contiene aproximadamente 0,5 mg de colageno por centimetro cuadrado de dicho equivalente dérmico.

[0105] A diferencia de los métodos mas descritos previamente para el cultivo organotipico de piel, se aplica una
mezcla de colageno y fibroblastos directamente a cualquier dispositivo de cultivo que se utilice. Los solicitantes han
descubierto que la presencia de una primera capa acelular no es necesaria para obtener una buena contraccién y
una adherencia al dispositivo de cultivo. En algunas realizaciones, se incluyen fibroblastos en una concentracion
final de aproximadamente 10.000 células/ml a aproximadamente 100.000 células/ml, preferiblemente
aproximadamente 50.000 células/ml.

[0106] Se utilizan un conjunto de dispositivos de cultivo en la presente solicitud. Los dispositivos de cultivo preferidos
(véase la figura 4) son camaras de crecimiento comprendidas de una pared lateral y una superficie de base. En
algunas realizaciones preferidas, la camara de crecimiento tiene en general forma de copa. En realizaciones
preferidas, la superficie base es permeable al medio de cultivo. Un ejemplo no limitante de un material de superficie
permeable adecuado es policarbonato poroso. La presente solicitud es compatible con dispositivos de cultivo
disponibles comercialmente, incluyendo insertos de cultivo MILLICELL (MILLIPORE) y TRANSWELL (CORNING).
Los insertos MILLICELL son especialmente Utiles para la preparacion de equivalentes de piel utilizados para fines de
prueba (por ejemplo, equivalentes de piel de aproximadamente 1 cm de diametro). Los inventores han descubierto
gue se pueden incubar un conjunto de insertos de tamafio MILLICELL en una placa de petri mas grande (es decir,
una placa de cultivo de 100 mm). Los insertos TRANSWELL son Utiles para la produccion de equivalentes de piel
mas grandes (por ejemplo, aproximadamente 10 cm de didmetro). Estos equivalentes de piel mas grandes se
pueden utilizar como injertos, para pruebas a mayor escala, o diseccionarse en formatos de prueba mas pequefios.

[0107] En realizaciones preferidas, los equivalentes dérmicos recién vertidos se sumergen en medio de cultivo y se

cultivan hasta que tenga lugar la contraccién del equivalente dérmico. Esto crea un equivalente dérmico con una
apariencia generalmente concava. En métodos descritos previamente, después de la contraccion de la capa
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dérmica, la capa dérmica se siembra con queratinocitos y a continuacion se resumerge. A continuacion, el cultivo
organotipico se levanta a la interfase de aire del medio de cultivo después de aproximadamente 4-7 dias. A
diferencia de los métodos descritos previamente, los presentes inventores han descubierto que es preferible levantar
el equivalente dérmico a la interfase con aire antes de sembrarse con queratinocitos. A continuacion, el cultivo se
mantiene preferiblemente en la interfase de aire a medida que tiene lugar la estratificacion. Por consiguiente, en
algunas realizaciones, el equivalente dérmico se levanta preferiblemente a la interfase con aire y se mantiene
durante mas de aproximadamente de 6 horas antes de sembrarse. En realizaciones mas preferidas, el equivalente
dérmico se levanta preferiblemente a la interfase de aire y mantenerse durante mas de aproximadamente doce
horas antes de sembrarse. En las realizaciones mas preferidas, el equivalente dérmico se levanta preferiblemente a
la interfase de aire y se mantiene durante mas de aproximadamente veinticuatro antes de sembrarse. En algunas
realizaciones, el equivalente dérmico se mantiene durante mas de 24 horas en la interfase de aire para proporcionar
un equivalente dérmico prefabricado para un uso posterior.

[0108] Las técnicas de cultivo de la presente solicitud proporcionan equivalentes de piel con propiedades superiores.
En realizaciones preferidas, los equivalentes de piel tienen una funcién de barrera mejorada en comparacién con
equivalentes de piel descritos previamente. En realizaciones mas preferidas, la presente solicitud proporciona
equivalentes dérmicos para utilizar en la produccion de equivalentes de piel con propiedades superiores. En algunas
realizaciones, los equivalentes dérmicos se caracterizan por contener mayores concentraciones de colageno tal
como se describe anteriormente.

[0109] En realizaciones mas preferidas, la presente invencion proporciona composiciones para utilizar en la
produccion de equivalentes de piel. En algunas realizaciones, las composiciones comprenden una camara de
crecimiento que tiene una superficie de base y una pared lateral. En realizaciones adicionales, la camara de
crecimiento incluye un equivalente dérmico adyacente a la superficie de base. En realizaciones adicionales, el
equivalente dérmico esta sustancialmente adherido a la pared lateral.

[0110] Los inventores han descubierto también que la densidad de sembrado de los queratinocitos en los
equivalentes dérmicos puede afectar a la calidad del equivalente de piel resultante. Por consiguiente, en algunas
realizaciones de la presente solicitud, la densidad de sembrado se incrementa en aproximadamente un orden de
magnitud sobre los métodos descritos anteriormente. En algunas realizaciones, la densidad de sembrado de
gueratinocitos varia de aproximadamente 1 x 10° a 1 x 10° células/cm? de equivalente dérmico. En realizaciones
mas preferidas, la densidad de sembrado de queratinocitos es de aproximadamente 4,65 x 10° células/cm? de
equivalente dérmico.

[0111] La funcién de barrera se evalia convenientemente en los equivalentes de piel mediante la medicién de la
capacitancia eléctrica de la superficie (SEC). En realizaciones preferidas, los equivalentes de piel con una funcién de
barrera mejorada en comparacion con los equivalentes de piel de control tienen un valor SEC de menos de
aproximadamente 5 veces la SEC observada en la piel humana normal (por ejemplo, aproximadamente 150-250
pF). En realizaciones particularmente preferidas, los equivalentes de piel con una funcién de barrera mejorada en
comparacion con los equivalentes de piel de control tienen una SEC de menos de aproximadamente 2-3 veces la
SEC observada en la piel humana normal (por ejemplo, aproximadamente 80-120 pF). En otras realizaciones, los
equivalentes de piel con funcién de barrera mejorada se caracterizan por el contenido de ceramida. Por
consiguiente, en algunas realizaciones, el contenido de ceramidas 5-7 es de entre aproximadamente 20-50% de la
masa total de ceramida, preferiblemente aproximadamente 30-45% de la masa total de ceramida. En otras
realizaciones, el contenido de ceramida 2 es entre aproximadamente 10 a 40% de la masa total de ceramida,
preferiblemente de aproximadamente 20 a 30% del contenido total de ceramida.

2. Medios de cultivo

[0112] La presente solicitud proporciona medios de cultivo organotipicos mejorados para la produccion de
equivalentes de piel con propiedades superiores. En algunas realizaciones, los medios de cultivo de la presente
solicitud son medio F12 de Ham y medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM). En algunas realizaciones, F12
de Ham y DMEM se complementan con por lo menos uno de los siguientes complementos: albimina de suero
bovino, isoproterenol, carnitina, serina, acido oleico, acido linoleico, acido araquidénico, a-tocoferol, acido ascérbico,
y factor de crecimiento epidérmico (EGF). En otras realizaciones, por lo menos uno de albamina de suero bovino,
isoproterenol, carnitina, serina, acido oleico, acido linoleico, acido araquidonico, a-tocoferol, acido ascorbico, y EGF
se proporciona en la concentracion suficiente para mejorar la funcion de barrera en equivalentes de piel cultivadas in
vitro. En otras realizaciones, el medio comprende un complemento de suero, preferiblemente Clon Fetal Il. En
algunas realizaciones, el medio comprende ademdas por lo menos uno de los siguientes complementos:
hidrocortisona, la toxina del colera, la insulina, adenina, y CaCl,. En realizaciones preferidas, la albimina de suero
bovino se proporciona a una concentracién de aproximadamente de 0,1 mg/ml hasta 20 mg/ml, preferiblemente de
aproximadamente 1 mg/ml, el isoproterenol se proporciona a una concentracion de aproximadamente 0,1-10,0 pM,
la carnitina se proporciona a una concentracion de aproximadamente 1,0 a 100,0 uM, la serina se proporciona a una
concentracion de aproximadamente 1,0 a 100,0 pM, el acido oleico se proporciona a una concentracion de
aproximadamente 1,0-100,0 uM, el acido linoleico se proporciona a una concentracién de aproximadamente 1,0 a
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100,0 pM, el acido araquiddnico se proporciona a una concentracion de aproximadamente de 1,0-100,0 pM, el o-
tocoferol se proporciona a una concentracion de aproximadamente 0,1-10,0 uM, el acido ascorbico se proporciona a
una concentracion de aproximadamente 0,005 a 5,0 mg/ml, y el factor de crecimiento epidérmico se proporciona a
una concentracion de aproximadamente 0,1-10,0 ng/ml.

C. Modificacion genética de células para una funcié  n de barrera mejorada

[0113] La presente solicitud también contempla que la funcién de barrera se puede mejorar mediante la expresion de
GKLF heterélogo en las células descritas en la Seccion A. La expresion de GKLF heterélogo también se puede
combinar con las condiciones de cultivo mejoradas descritas en la Seccion B. Las etapas finales de la diferenciaciéon
epidérmica estan precedidas por aumento de la expresién de numerosos genes que codifican las enzimas
requeridas para las modificaciones bioquimicas que dan lugar al estrato corneo. Ademas, las condiciones de cultivo
que estimulan la diferenciacién de los queratinocitos o la alteracién experimental de la funcién barrera de la piel da
lugar al aumento de expresion de las enzimas implicadas en la sintesis y metabolismo extracelular de lipidos. Estos
cambios de expresion génica indican que uno o mas factores de transcripcion reguladores son responsables de
alterar el perfil de expresion de génica de diferenciacion de queratinocitos para facilitar el desarrollo de la barrera
epidérmica. La evolucion precisa de la funcidon de barrera de la piel en el desarrollo sugiere un control temporal
preciso mediante un interruptor de desarrollo. Se pueden iniciar programas de desarrollo complejas mediante la
accion de uno o un pequefio nimero de factores de transcripcion reguladores clave, a veces llamados reguladores
principales o genes selectores. Un estudio reciente sobre una mutacion knock-out en el factor de transcripcion factor
4 de tipo Kruppel (KIf4) puede haber identificado uno de los principales reguladores de la funcién de barrera de la
piel (Segre et al., Nat. Genet, 22 (4):. 356-60 (1999)).

[0114] Los ratones mutantes KlIf4 nacen con cifras normales, pero mueren rapidamente (<15 horas) después de su
nacimiento, aparentemente por shock hipovolémico a consecuencia de la excesiva pérdida de fluidos por
evaporacion. Un analisis mas detallado demostrd que, mientras que los ratones normales desarrollan una funcién de
barrera epidérmica intacta antes del dia 17,5 de la gestacién, los ratones mutantes Klf4 no consiguen desarrollar
esta funcion de barrera y tienen una epidermis que exhibe una excesiva pérdida de agua transepidérmica. Klf4 se
expresa en las capas de diferenciacion de la epidermis, las capas espinosas y granulares superiores. A diferencia de
los defectos causados en otras lineas de ratones mutantes, la ausencia de Klf4 no da lugar a alteraciones graves de
la ultraestructura de la epidermis o en perfiles de lipidos. Esto condujo a la hipotesis de que su funcién principal se
encuentra en la adquisicion de la funcion de barrera. En concordancia con esto, se observaron defectos en el estrato
granuloso en los granulos de queratohialina y el aplanamiento de las células SC. Mediante EM, las lamelas
intercelulares eran discontinuas en la piel mutante. El defecto en KIf-4 de la piel mutante no se recuperé mediante el
injerto sobre ratones de crianza. KIf4 es un miembro de una familia de factores de transcripcién; otros miembros
estan implicados en eventos de diferenciacién especificos de tejido en células eritroides y células T. El andlisis de
las diferencias en la expresion génica entre ratones de tipo natural y ratones mutantes en Klf4 condujo a la
identificacion de tres genes que fueron regulados por aumnto en la piel mutante, lo que sugiere que Klf4 puede
reprimir la expresion de estos genes normalmente. La observacion de que la pérdida de Klf4 no tiene otros efectos
observables sobre el desarrollo del ratéon sugiere que KiIf4 funciona principalmente para regular el desarrollo de la
barrera de permeabilidad epidérmica. El papel de KIf4 en la adquisicion de la funcién de barrera epidérmica plantea
la posibilidad de que la expresién de Klf4 en sustitutos de la piel cultivados podria mejorar las propiedades de
barrera de estos cultivos de piel sintéticos.

[0115] Por consiguiente, en algunas realizaciones, los queratinocitos primarios 0 queratinocitos inmortalizados se
transfectan con un vector que codifica un homélogo de GKLF funcional. Se contempla que cuando estos
gueratinocitos se cultivan organotipicamente, el equivalente de piel resultante exhibira una la funcién de barrera
mejorada en comparacion con cultivos organotipicos formados a partir de queratinocitos de control no transfectados.
En realizaciones preferidas, los equivalentes de piel con funciobn de barrera mejorada en comparacion con
equivalentes de piel de control tienen un valor SEC de menos de aproximadamente 5 veces el valor SEC observado
en piel humana normal (por ejemplo, aproximadamente 150-250 pF). En realizaciones particularmente preferidas, los
equivalentes de piel con funcién de barrera mejorada en comparacion con equivalentes de piel de control tienen una
valor SEC de menos de aproximadamente 2-3 veces del valor de SEC observado en piel humana normal (por
ejemplo, aproximadamente 80-120 pF). En otras realizaciones, los equivalentes de piel con funcion de barrera
mejorada se caracterizan por el contenido de ceramida. Por consiguiente, en algunas realizaciones, el contenido de
ceramidas 5-7 es de aproximadamente 20-50% de la masa total de ceramida, preferiblemente de aproximadamente
30-45% de la masa total de ceramida. En otras realizaciones, el contenido de ceramida 2 es de aproximadamente 10
a 40% de la masa total de ceramida, preferiblemente de aproximadamente 20 a 30% del contenido total de
ceramida.

[0116] La presente solicitud no se limita a la utilizacién de cualquier homoélogo o variante particular de GKLF. De
hecho, puede utilizarse una gran variedad de variantes de GKLF siempre y cuando se conserve por lo menos cierta
actividad de GKLF de tipo natural. En particular, se contempla que la GKLF de raton (SEC ID N °: 1) y humana (SEQ
ID NO: 2) son utiles en la presente solicitud. Adicionalmente, se contempla que las variantes de GKLF codificadas
por secuencias que se hibridan con las SEQ ID NO: 1 y 2 en condiciones de baja a alta rigurosidad seran Utiles en la
presente solicitud. Pueden cribarse las variantes funcionales mediante la expresién de la variante en un vector
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apropiado (descrito en mas detalle a continuacion) en queratinocitos, utilizando los heratinocitos para producir un
equivalente de piel, y el andlisis del equivalente de piel para la funcién de barrera incrementada .Alternativamente,
pueden identificarse variantes funcionales mediante un ensayo de cambio de desplazamiento de la movilidad
electroforética tal como se describe en Zhang et al., J. Biol. Chem., 273 (28): 17917-25 (1998).

[0117] En algunas realizaciones, las variantes resultantes de mutacién (es decir, un cambio en la secuencia de acido
nucleico), en general, producen ARNm o polipéptidos alterados cuya estructura o funcién puede estar o no alterada.
Cualquier gen determinado puede tener ninguna, una o muchas formas variantes. Los cambios mutaciones
habituales que dan lugar a variantes se atribuyen en general a deleciones, adiciones o sustituciones de acidos
nucleicos. Cada uno de estos tipos de cambios puede tener lugar solo, 0 en combinacién con los otros, y a una tasa
de una 0 mas veces en una secuencia determinada.

[0118] Se contempla que es posible modificar la estructura de un péptido que tiene una funcién (por ejemplo, funcién
de GKLF) para fines, tales como aumentar la afinidad de unién de GKLF por su ligando de acido nucleico. Dichos
péptidos modificados se consideran equivalentes funcionales de péptidos que tienen una actividad de GKLF tal
como se define en este documento. Se puede producir un péptido modificado en el que la secuencia de nucleétidos
que codifica el polipéptido ha sido alterada, tal como mediante sustitucién, delecién, o adicién. En realizaciones
particularmente preferidas, estas modificaciones no reducen significativamente la actividad de la GKLF modificada.
En otras palabras, se puede evaluar la construccion "X" con el fin de determinar si es un miembro del género de la
GKLF modificada o variante de la presente solicitud tal como se define funcionalmente, en lugar de estructuralmente.
En realizaciones preferidas, la actividad de GKLF variante o mutante se evalia mediante métodos descritos
anteriormente.

[0119] Ademas, tal como se describié anteriormente, las formas variantes de GKLF también se contemplan como
equivalentes a aquellos péptidos y moléculas de ADN que se exponen con mas detalle en este documento. Por
ejemplo, se contempla que la sustitucion aislada de una leucina por una isoleucina o valina, un aspartato por un
glutamato, una treonina por una serina, 0 un reemplazo similar de un aminoacido por un aminoacido
estructuralmente relacionado (es decir, mutaciones conservativas) no tendra un efecto importante sobre la actividad
biologica de la molécula resultante. Por consiguiente, algunas realizaciones de la presente invencién proporcionan
variantes de GKLF descritas en el presente documento que contienen sustituciones conservativas. Las sustituciones
conservativas son aquellas que tienen lugar dentro de una familia de aminoacidos que estan relacionados en sus
cadenas laterales. Los aminoacidos codificados genéticamente pueden dividirse en cuatro familias: (1) acidos
(aspartato, glutamato); (2) basicos (lisina, arginina, histidina); (3) no polar (alanina, valina, leucina, isoleucina,
prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), y (4) polares sin carga (glicina, asparagina, glutamina, cisteina, serina,
treonina, tirosina). La fenilalanina, el triptéfano, y la tirosina se clasifican a veces conjuntamente como aminoacidos
aromaticos. De forma similar, el repertorio de aminoacidos puede agruparse como (1) acidos (aspartato, glutamato);
(2) basicos (lisina, arginina, histidina), (3) alifaticos (glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, serina , treonina), con
serina y treonina opcionalmente agrupadas por separado como hidroxil-alifatico; (4) aromaticos (fenilalanina, tirosina,
triptéfano); (5) amida (asparagina, glutamina), y (6) que contienen azufre (cisteina y metionina ) (por ejemplo, Stryer
ed., Biochemistry, pag. 17-21,22 ed, WH Freeman and Co., 1981). Si un cambio en la secuencia de aminoacidos de
un péptido da como resultado un homélogo funcional se puede determinar facilmente mediante la evaluacion de la
capacidad del péptido variante para funcionar de una manera similar a la proteina de tipo natural. Los péptidos que
tienen mas de una sustitucién se pueden analizar facilmente de la misma manera.

[0120] Mas raramente, una variante incluye cambios “no conservativos” (por ejemplo, sustitucion de una glicina por
un triptéfano). Las variaciones menores analogas también pueden incluir deleciones o inserciones de aminoécidos, o
ambos. Se puede hallar una guia para determinar qué residuos de aminoacidos se pueden sustituir, insertar o
eliminar sin suprimir la actividad bioldgica utilizando programas informaticos (por ejemplo, software LASERGENE,
DNASTAR Inc., Madison, Wis.).

[0121] ElI GKLF heter6logo se expresa en queratinocitos mediante el uso de un vector adecuado y secuencias
reguladoras. En algunas realizaciones preferidas, se utilizan promotores de una involucrina o transglutaminasa 3. En
otras realizaciones preferidas, la expresion de GKLF estara dirigida por el sistema de promotores inducibles del
plasmido pTetOn (Clontech, Palo Alto, CA). Se contempla que son adecuados un conjunto de otros vectores de
expresion de mamiferos para su uso en la presente solicitud, incluyendo, pero sin limitacion, pWLNEO, pSV2CAT,
pOG44, pXT1, pSG (Stratagene) pSVK3, pBPV, pMSG, pSVL (Pharmacia). Se puede utilizar cualquier otro plasmido
0 vector siempre que sean replicables y viables en el huésped. En algunas realizaciones preferidas de la presente
solicitud, los vectores de expresion de mamiferos comprenderan un origen de replicacién, un promotor y potenciador
adecuados, y también cualquier sitio de unién a ribosoma necesario, sitios de poliadenilacién, sitios donantes y
aceptores por corte y empalme, secuencias de terminacion de la transcripcidn, y secuencias no transcritas
flanqueantes 5'. En otras realizaciones, pueden usarse secuencias de ADN derivadas del empalme de SV40 y sitios
de poliadenilacion para proporcionar los elementos genéticos no transcritos requeridos. Ademas, el gen de Kif4 se
puede insertar a través de un vector retroviral. En realizaciones particularmente preferidas, el vector retroviral es un
vector retroviral pseudotipado (Clontech, Palo Alto, CA). La transfeccién puede llevarse a cabo por cualquier método
conocido en la técnica, incluyendo, pero sin limitacién, coprecipitacion con fosfato de calcio, electroporacion,
bombardeo de microparticulas, transfeccion mediada por liposomas, o infeccion retroviral.
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D. Usos de sustitutos de piel con una funcién de ba  rrera mejorada

[0122] Se contempla que los sustitutos de piel de la presente invencion presentan una variedad de usos. Estos usos
incluyen, pero sin limitacion, el uso de cribar compuestos (por ejemplo, irritantes(, sustratos para cultivar tumores y
agentes patolégicos (por ejemplo, virus del papiloma humano) y uso para la cicatrizacién de heridas y el tratamiento
de quemaduras. Estos usos se describen con mas detalle a continuacion.

1. Uso para el cribado de compuestos

[0123] Los equivalentes de piel de la presente invencion se pueden utilizar para un conjunto de pruebas in vitro. En
particular, los equivalentes de piel son Utiles en la evaluacion de: productos de cuidado de la piel, metabolismo de
farmacos, respuestas celulares a compuestos de prueba, curaciéon de heridas, fototoxicidad, irritacion dérmica,
inflamacién dérmica, corrosividad de la piel y dafio celular. Los equivalentes de piel se proporcionan en una variedad
de formatos para analizar, incluyendo pero sin limitacién, placas de 6 pocillos, 24 pocillos y 96 pocillos.
Adicionalmente, los equivalentes de piel se pueden dividir mediante técnicas de diseccién estandar y a continuacion
se analizaron. Los equivalentes de piel de la presente invencién presentan ambos una capa epidérmica con un
estrato cérneo diferenciado y una capa dérmica que incluye fibroblastos dérmicos. Tal como se describe
anteriormente, en realizaciones particularmente preferidas, la capa dérmica deriva de células NIKS inmortalizadas.
Otras lineas celulares preferidas, incluyendo células NIKS, se caracterizan por i) ser inmortalizadas; ii) no ser
tumorigénicas; iii) formar envolturas cornificadas cuando se induce la diferenciacién; iv) experimentar una
diferenciacion escamosa normal en cultivos organotipicos; y v) mantener los requisitos de crecimiento especificos
del tipo de célula en un cultivo sumergido, en el que dichos requisitos de crecimiento especificos del tipo de células
incluyen 1) exhibicidon de caracteristicas morfoldgicas de queratinocitos humanos normales cuando se cultivan en
medio de crecimiento de queratinocitos estandar en presencia de células alimentadoras de 3T3 tratadas con
mitomicina C; 2) dependencia del factor de crecimiento epidérmico para el cultivo en serie; y 3) inhibicion del
crecimiento mediante el factor de crecimiento transformante 1.

[0124] La presente solicitud comprende una variedad de ensayos de cribado. En algunas realizaciones, el método
de cribado comprende proporcionar un equivalente de piel de la presente invencion y por lo menos un compuesto o
producto de prueba (por ejemplo, un producto de cuidado de la piel, tal como un humectante, cosmético, colorante, o
fragancia; los productos pueden estar en cualquier forma, incluyendo, pero sin limitacién, cremas, lociones, liquidos
y pulverizadores), aplicar el producto o compuesto de prueba al equivalente de piel, y analizar el efecto del producto
0 compuesto de prueba sobre el equivalente de piel. Se utilizan una amplia variedad de ensayos para determinar el
efecto del producto o compuesto de prueba sobre el equivalente de piel. Estos efectos incluyen, pero sin limitacion,
ensayos de citotoxicidad de MTT (Gay, The Living Skin Equivalent as In Vitro Model for Ranking the Toxic Potential
of Dermal Irritants, Toxic. In Vitro (1992)) y ELISA para analizar la liberacion de moduladores inflamatorios (por
ejemplo, prostaglandina E2, prostaciclina e interleuquina-1-alfa) y quimioatractores. Los ensayos se pueden dirigir
adicionalmente a la toxicidad, potencia o eficacia del compuesto o producto. Adicionalmente, se puede analizar el
efecto del compuesto o producto en el crecimiento, funcidon de barrera o resistencia del tejido.

[0125] En particular, la presente solicitud contempla el uso de los equivalentes de piel para un cribado de alto
rendimiento de compuestos de bibliotecas quimicas (por ejemplo, bibliotecas que contienen mas de 10*
compuestos). En algunas realizaciones, las células se utilizan en ensayos de segundos mensajeros que monitorizan
la transduccion de sefial después de la activacion de receptores de la superficie celular. En otras realizaciones, las
células se pueden utilizar en ensayos de genes informadores que monitorizan las respuestas celulares a nivel de
transcripcion/traduccién. En otras realizaciones, las células se pueden utilizar en ensayos de proliferacion celular
para monitorizar la respuesta de crecimiento global/no crecimiento de células a los estimulos externos.

[0126] En ensayos con segundos mensajeros, los equivalentes de piel se tratan con un compuesto o conjunto de
compuestos (por ejemplo, de una biblioteca combinatoria) y se analizan por la presencia o ausencia de una
respuesta a un segundo mensajero. En algunas realizaciones preferidas, las células (es decir, células NIKS)
utilizadas para crear los equivalentes de piel se transfectan con un vector de expresion que codifica un receptor de
superficie celular recombinante, canal iénico, canal activado por voltaje o alguna otra proteina de interés implicada
en una cascada de sefializacién. Se contempla que por lo menos algunos de los compuestos en la biblioteca
combinatoria pueden servir como agonistas, antagonistas, activadores o inhibidores de la proteina o proteinas
codificadas por los vectores. También se contempla que por lo menos algunos de los compuestos en la biblioteca
combinatoria pueden servir como agonistas, antagonistas, activadores o inhibidores de proteina que actian cascada
arriba o abajo de la proteina codificada por el vector en un mecanismo de transduccién de sefial.

[0127] En algunas realizaciones, los ensayos con segundos mensajeros miden sefiales fluorescentes de moléculas
informadoras que responden a cambios intracelulares (por ejemplo, concentracion de ca™, potencial de membrana,
pH, IP3, AMPc, liberacion de acido araquidonico) debido a la estimulacion de receptores de membrana y canales
i6nicos (por ejemplo, canales de iones activados por ligandos) (Denyer et al., Drug Discov. Today 3:323-32 (1998);
Gonzales et al., Drug. Discov. Today 4:431-39 (1999)). Entre los ejemplos de moléculas informadoras se incluyen,
pero sin limitacién, sistemas de transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (por ejemplo, Cuo-lipidos y
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oxonoles, EDAN/DABCYL), indicadores sensibles a calcio (por ejemplo, Fluo-3, FURA 2, INDO 1, y FLUOS3/AM,
BAPTA AM), indicadores sensibles a cloro (por ejemplo, SPQ, SPA), indicadores sensibles a potasio (por ejemplo,
PBFI), indicadores sensibles a sodio (por ejemplo, SBFI), e indicadores sensibles al pH (por ejemplo, BCECF).

[0128] En general, las células que comprenden los equivalentes de piel se cargan con el indicador antes de la
exposicion al compuesto. Las respuestas de las células huésped al tratamiento con los compuestos se pueden
detectar mediante métodos conocidos en la técnica, incluyendo, pero sin limitacién, microscopia de fluorescencia,
microscopia confocal, citometria de flujo, dispositivos microfluidicos, sistemas FLIPR (Schroeder y Neagle, J. Biomol.
Screening 1:75-80 (1996)), y sistemas de lecturas de placas. En algunas realizaciones preferidas, la respuesta (por
ejemplo, incremento en la intensidad fluorescente) causada por el compuesto de actividad desconocida se compara
con la respuesta generada por un agonista conocido y se expresa como el porcentaje de la respuesta maxima del
agonista conocido. La respuesta maxima causada por un agonista conocido se define como una respuesta del
100%. Asimismo, la respuesta maxima registrada después de la adicion de un agonista a una muestra que contiene
un antagonista conocido o de prueba es inferior de forma detectable a la respuesta del 100%.

[0129] Los equivalentes de piel de la presente invencion también son Utiles en ensayos de genes informadores. Los
ensayos de genes informadores implican la utilizacién de células huésped transfectadas con vectores que codifican
un acido nucleico que comprenden elementos de control de la transcripcion de un gen diana (es decir, un gen que
controla la expresion y funcion biolégica de una enfermedad diana o respuesta inflamatoria) empalmados a una
secuencia codificante de un gen informador. Por lo tanto, la activacion del gen diana da lugar a la activacion del
producto génico informador. Esto sirve como indicador de una respuesta, tal como respuesta inflamatoria. Por lo
tanto, en algunas realizaciones, la construccion génica informadora comprende la regidn reguladora 5’ (por ejemplo,
promotores y/o potenciadores) de un gen que se induce debido a la inflamacién o irritacién de la piel o proteina que
esta implicada en la sintesis de compuestos producidos en respuesta a la inflamacién o irritacién (por ejemplo,
prostaglandina o prostaciclina) unida operativamente a un gen informador. Entre los ejemplos de genes
informadores utiles en la presente invencion incluyen, pero sin limitacion, cloranfenicol transferasa, fosfatasa
alcalina, luciferasas de luciérnaga y bacterianas, B-galactosidasa, B-lactamasa, y proteina verde fluorescente. La
produccion de estas proteinas, con la excepcion de la proteina verde, roja, amarilla o azul fluorescente, se detecta a
través de la utilizacion de productos quimioluminiscentes, colorimétricos o bioluminiscentes de sustratos especificos
(por ejemplo, X-gal y luciferina). La comparacion entre compuestos de actividades conocidas y desconocidas se
puede realizar tal como se indica anteriormente.

[0130] En otras realizaciones preferidas, los equivalentes de piel son (tiles para el cribado de la eficacia de la
introduccion de farmacos a través de la piel o el efecto de los farmacos directamente en la piel. En estas
realizaciones, los equivalentes de piel se tratan con el sistema de liberacion de farmacos o el farmaco, y se analiza
la permeacién, penetracion o retenciéon o el farmaco en el equivalente de piel. Los métodos para analizar la
permeacion del farmaco se proporcionan en Asbill et al., Pharm Res. 17(9): 1092-97 (2000). En algunas
realizaciones, los equivalentes de piel se montan en la parte superior de celdas de difusion de Franz modificadas.
Los equivalentes de piel se dejan hidratar durante una hora y, a continuacién, se pretratan con propilenglicol. A
continuacién, se afiade una suspensién saturada del farmaco modelo en propilenglicol al equivalente de piel. A
continuacién, se pueden tomar muestras de equivalente de piel a intervalos determinados. Los equivalentes de piel
se analizan a continuacion mediante HPLC para determinar la concentracidn del farmaco en la muestra. Los valores
de log P para loa farmacos se pueden determinar utilizando el programa ACD (Advanced Chemistry Inc., Ontario,
Canadd). Estos métodos se pueden adaptar para estudiar la liberacion de farmacos a través de parches
transdérmicos u otros modos de administracion.

[0131] En realizaciones mas preferidas, los equivalentes dérmicos sembrados, que no han experimentado una
diferenciacion, son (tiles en ensayos para compuestos que inhiben, aceleran o, en cualquier caso, realizan la
diferenciacion de los queratinocitos sembrados.

2. Andlisis de irritacién de la piel

[0132] En algunas realizaciones, los equivalentes de piel de la presente invencion se utilizan en ensayos de genes
informadores para el analisis de compuestos por su actividad irritante de la piel. En otras realizaciones, la presente
solicitud proporciona métodos de utilizacion del equivalente de piel para identificar nuevos genes que son sensibles
a irritantes de la piel conocidos. Los nuevos genes identificados utilizando los métodos de la presente solicitud son
Utiles adicionalmente en la generacién de construcciones génicas informadoras adicionales para cribar potenciales
irritantes de la piel.

[0133] Se han llevado a cabo experimentos de cribado inicial para confirmar que transfectantes estables de
gueratinocitos NIKS que expresan un transgén (GFP) muestran una estratificacién normal en un cultivo organotipico.
Las células NIKS se han transfectado de manera estable con la proteina verde fluorescente (GFP) de Aequorea
victoria y se ha aislado una poblacion clonal. Se analizé la capacidad de estas células NIKS positivas de GFP
transfectadas de forma estable (NIKSGFP) de recrear una arquitectura de tejido normal en cultivos organotipicos. Se
congelaron las muestras, se seccionaron en criostato y se analizaron mediante microscopia de fluorescencia. Los
cultivos se examinaron primero por la expresiéon y localizacion de GFP. Ademas, las secciones se tifieron con
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Hoechst, un colorante nuclear, y hematoxilina y eosina (H&E) para orientar y visualizar las capas celulares de los
cultivos. Se visualizaron las secciones de cultivos organotipicos utilizando un microscopio de fluorescencia invertido
IX-70 (Olympus) equipado con filtros de GFP y Hoechst (Aumentos, 400X). Las secciones de cultivos de NIKSGFP
mostraron que la GFP estaba presente en todas las capas del cultivo organotipico observandose la fluorescencia
mas intensa en la capa cornificada.

[0134] La histologia de los cultivos organotipicos de NIKS®™ se compar6 a continuacion con la de las células NIKS
no transfectadas y queratinocitos BC-1-Ep parentales. Las secciones de apilamientos de NIKS®™™ tefiidos con H&E
mostraron una capa basal organizada y definida y una excelente estratificacion sin anormalidades con respecto a
controles no transfectados y los queratinocitos BC-1-Ep parentales. Los tres cultivos muestran una estratificacion
celular comparable sin diferencias histolégicas destacables a nivel de microscopio éptico.

[0135] Para examinar adicionalmente la capacidad de las células NIKS®™ de diferenciarse normalmente, se analiz6
la expresion de varios marcadores de diferenciacion especificos de queratinocitos mediante microscopia de
inmunofluorescencia. A medida que los quratinocitos se mueven a una posicion suprabasal en el tejido, sintetizan
proteinas especificas de la diferenciacion. Los queratinocitos cesan la produccion de las queratinas basales K5 y
K14 y empiezan a expresan las queratinas K1 y K10 especificas de la diferenciacion, que se expresan a lo largo del
resto de capas en la epidermis. Se examinaron las secciones de los cultivos organotipicos para la expresion y
localizacién de K10 utilizando inmunofluorescencia indirecta. La queratina 10 se expresé normalmente en las capas
suprabasales en cultivos organotipicos de BC-1-Ep, NIKS, y NIKS®™. Para caracterizar adicionalmente el patrén de
diferenciacion de las células NIKS®™, se examiné la expresion y localizacion de filagrina, que es un marcador de
diferenciacion de etapa tardia. La diferenciacion de queratinocitos en el estrato granuloso se distingue por la
presencia de granulos distintos de queratohialina. Estos granulos estan compuestos de filagrina y otras proteinas
que son precursoras para la produccién de la envoltura cornificada. La tincién con filagrina en secciones de todos los
cultivos organotipicos mostré un patrén de puntos caracteristico de células en la capa granular.

[0136] Ademas, se analizé la expresion y localizacion de los componentes de la union adherente, E-cadherina y P-
cadherina. En la epidermis normal, se expresan dos miembros de la familia de cadherina clasica, E-cadherina y P-
cadherina, ambas juegan un papel importante en la diferenciaciéon y adhesion celular en la epidermis. La expresion
de P-cadherina se limita la capa basal y la E-cadherina se localiza a lo largo de la epidermis. El patrén de tincion de
E-cadherina es normal y se localiza en los limites células-células en secciones de los tres cultivos. Estos datos
demuestran que las células NIKS modificadas genéticamente muestran una diferenciacion normal. De este modo, se
contempla que las células NIKS que contienen construcciones de genes informadores formaran equivalentes de piel
cultivados similares a los formadas con queratinocitos primarios.

[0137] Los experimentos también se realizaron para confirmar que en respuesta a irritantes conocidos, las células
NIKS secretan una citoquina que se sabe gque se secreta en respuesta a irritantes de la piel. El ejemplo 3 demostré
gue las células NIKS secretan IL-1a en respuesta a un irritante de la piel conocido.

i) Ensayos de genes informadores

[0138] En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona células de equivalentes de piel (es decir, NIKS)
que comprenden una construccion génica informadora sensible a irritantes de la piel. Las construcciones génicas
informadoras adecuadas incluyen, pero sin limitacion, las descritas anteriormente. En algunas realizaciones, las
células presentan ademas una funcién de barrera mejorada.

[0139] Estudios previos indicaron que la expresion de IL-8 se correlaciona bien con la irritacion de la piel (de
Brugerolle de Fraissinette et al., Cell Biology and Toxicology, 15:121 [1999]). Las secuencias publicadas del gen de
IL-8 incluyen 1.482 pares de bases de ADN en direccion 5’ del sitio de inicio de la transcripcion y 102 pares de bases
de ADN transcrito no traducido en direccidon 5’ de la region codificante de IL-8 (Mukaida et al., J. Immunology,
143:1366 [1989]). Chang y colaboradores han hallado que un gen informador que contiene secuencias promotoras
de IL-8 entre -1472 y +19 es inducido por acido trans-retinoico en células epiteliales traqueobronquiales (Chang et
al., Am J. Respir Cell Mol Biol. 22:502 [2000]). Abe et al. han demostrado que los fragmentos promotores de IL-8 que
contienen como minimo 130 pares de bases en direccion 5’ del sitio de inicio de la transcripcion dirigen la expresion
inducible de un gen informador de luciferasa (Abe et al., Am J. Respir Cell Mol Biol., 22:51 [2000]). Este fragmento
contiene sitios de unién para NF-kB, AP-1, y NF-IL-6 y los sitios de unién para estos factores son necesarios para la
expresion de IL-8 inducible (revisado en Roebuck, J. Interferon Cytokine Res., 19:429 [1999]).

[0140] Por consiguiente, en algunas realizaciones, la presente invencion proporciona células de equivalentes de piel
(es decir, NIKS) que comprenden un gen informador en el que la expresiéon de un gen informador (por ejemplo, una
enzima) esta controlada por la region reguladora de un gen sensible a irritante. La presente invencion no se limita a
ningun promotor sensible a irritante. De hecho, se contemplan una variedad de promotores, incluyendo, pero sin
limitacion, IL-8 e IL-1a. La presente invencion no se limita a la region reguladora completa del gen sensible a
irritante. De hecho, en algunas realizaciones, se contemplan los fragmentos que comprenden una parte de la region
reguladora. Cualquier regién o regiones que sean sensibles a un irritante son Utiles en la presente invencion. En el
ejemplo 4 siguiente se proporciona una guia para determinar si una regién determinada de un gen es sensible.
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[0141] La presente invencion no se limita a ningan gen informador particular. De hecho, se contemplan una variedad
de genes informadores, incluyendo, pero sin limitacién, fosfatasa alcalina secretada (SEAP), cloramfenicol
transferasa, luciferasas de luciérnaga y bacterianas, - galactosidasa, -lactamasa, y proteina verde fluorescente. La
produccion de estas proteinas, con la excepcion de la proteina verde fluorescente, se detecta a través de la
utilizacion de productos quimioluminiscentes, colorimétricos o bioluminiscentes de sustratos especificos (por
ejemplo, X-gal y luciferina).

[0142] Las construcciones génicas informadoras contenidas en un plasmido se generan utilizando técnicas de
biologia molecular estandar. Por ejemplo, en algunas realizaciones, se utiliza pSEAP (Tropix, Bedford, MA) para
generar una construcciéon génica informadora. pSEAP es un vector de expresion de mamifero que carece de un
promotor y que contiene el gen de SEAP (Berger et al., 1988). El vector contiene un polienlazador para la insercion
de promotor/potenciador, asi como un intron y sefales de poliadenilacion de SV40. El vector se puede propagar en
E.coli debido al origen de replicacion derivado de pUC19 y el gen de resistencia a ampicilina. Estan disponibles otros
vectores adecuados para la generacion de las construcciones génicas informadoras (por ejemplo, incluyendo, pero
sin limitacion, pB-Gal (informador de B-galactosidasa); Tropix).

[0143] Se establecen lineas celulares de equivalentes de piel estables (por ejemplo, NIKS) que contienen el gen
informador, y estas células transfectadas se utilizan para generar equivalentes de piel in vitro. A continuacion, las
células se utilizan para monitorizar la expresion de la construccién génica informadora en respuesta a un panel de
compuestos irritantes (véase el ejemplo 4).

[0144] La expresion por el gen informador se puede medir utilizando cualquier ensayo adecuado. En algunas
realizaciones preferidas, la presente invencién utiliza lecturas de la expresion génica de irritantes de la piel mediante
construcciones génicas informadoras que contienen lineas celulares derivadas de NIKS. La utilizacién de dichos
ensayos incrementa la velocidad y disminuye los costes de utilizar los ensayos para analizar nuevos compuestos.
Por ejemplo, en algunas realizaciones, se utilizan ensayos de genes informadores quimioluminiscentes que se
pueden realizar en 30 minutos o menos. El ejemplo 4 describe un ensayo ilustrativo que es Util en la presente
invencion.

i) Cribado de nuevos genes sensibles a irritantes

[0145] En otras realizaciones, la presente solicitud proporciona métodos y compaosiciones para identificar genes
sensibles a irritantes. En algunas realizaciones, a efectos de obtener datos que se correlacionen con la exposiciéon a
irritantes en la poblacion general, se analizan los cambios en la expresién génica global en cultivos organotipicos de
queratinocitos humanos primarios de donantes agrupados que se han expuesto a irritantes de piel conocidos. Los
nuevos genes identificados mediante los métodos de la presente solicitud son utiles en los ensayos de andlisis de
irritabilidad utilizando lineas celulares informadoras de genes derivadas de equivalente de piel (por ejemplo, NIKS) y
una matriz de expresion génica para predecir la irritabilidad.

[0146] Las matrices de expresidn génica se han utilizado satisfactoriamente para obtener nuevas perspectivas en las
respuestas de la expresion génica global de células de mamifero al suero (lyer et al., Science 283:83 [1999]) y los
mecanismos de sefalizacion especificos del factor de crecimiento (Fambrough et al., Cell 97:727 [1999]). Ademas,
se ha establecido recientemente que se puede diferenciar un andlisis clister (Eisen et al., PNAS 95:14863 [1998])
de patrones de expresion génica y se puede predecir diferentes formas de cancer (leucemia mieloide aguda frente a
leucemia linfoblastica aguda) (Golub et al., Science 286:531 [1999]). El andlisis de la expresion de 6817 genes
humanos en estas dos formas de cancer condujo a la generacién de una matriz “predictora” de los 50 genes mas
informativos que diferenciaban de manera satisfactoria un grupo independiente de muestras de pacientes (Golub et
al., Supra). Este es un ejemplo importante de analisis de matriz de ADN para derivar un subgrupo de genes
conocidos y nuevos, cuyo patron global se puede diferencias de los matices de dos estados celulares de
enfermedad diferentes. Por consiguiente, en algunas realizaciones, se utilizan matrices de genes para identificar
nuevos genes secretados en respuesta a irritantes conocidos.

[0147] Las matrices de expresion génica estan disponibles en una variedad de formatos de una serie de fuentes
comerciales, incluyendo, pero sin limitacion, matrices basados en filtros (Research Genetics and Clontech), matrices
de ADNc de portaobjectos de vidrio (Incyte-Genome Systems) y micromatrices de oligonucledtidos de ADN
(Affymetrix). En un ejemplo ilustrativo (Ejemplo 5), se utilizan micromatrices de ADNc (Genome Systems) para cribar
queratinoictos humanos cultivados tratados con irritantes conocidos.

[0148] Los métodos de cribado de la presente solicitud se utilizan para generar una base de datos de cambios de la
expresion génica en queratinocitos humanos en respuesta a multiples irritantes de piel conocidos. La informacién
contenida en la base de datos es Util en el desarrollo de matrices de expresion de genes que predicen la irritabilidad.
Dichas matrices se utilizan para generar un perfil de irritabilidad que es probablemente un indicador mejor de la
irritacion de la piel in vivo que los ensayos individuales de punto final utilizados actualmente. Las lecturas simples de
la expresion génica de irritantes de piel por lineas celulares derivadas de equivalente de piel (por ejemplo, NIKS) que
comprenden construcciones de genes informadores incrementaran la velocidad y disminuiran los costes de
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utilizacién de estos ensayos para probar nuevos compuestos.
3. Sustratos para cultivar tumores y agentes patoldg icos

[0149] Se contempla que los equivalentes de piel de la presente invencién son también utiles para el cultivo y
estudio de tumores que aparecen de forma natural en la piel, asi como para el cultivo y estudio de patégenos que
afectan a la piel. Por consiguiente, en algunas realizaciones, se contempla que los equivalentes de piel de la
presente invencion se siembran con células malignas. A modo de ejemplo no limitante, los equivalentes de piel se
pueden sembrar con células SCC13y malignas tal como se describe en la patente de Estados Unidos No. 5.989.837
para proporcionar un modelo de carcinoma de célula escamosa humana. Estos equivalentes de piel sembrados se
pueden utilizar a continuaciéon para cribar compuestos u otras estrategias de tratamiento (por ejemplo, radiacion o
tomoterapia) para la eficacia contra el tumor en su medio natural. De este modo, algunas realizaciones de la
presente solicitud proporcionan métodos que comprenden proporcionar un equivalente de piel que comprende
células malignas o un tumor y por lo menos un compuesto de prueba, tratar el equivalente de piel con el compuesto
y analizar el efecto del tratamiento en las células malignas o tumores. En otras realizaciones de la presente solicitud,
se proporcionan métodos que comprenden proporcionar un equivalente de piel que comprende células malignas o
un tumor y por lo menos una terapia de prueba (por ejemplo, radiacién o fototerapia), tratar el equivalente de piel con
la terapia, y analizar el efecto de la terapia en las células malignas o tumores.

[0150] En otras realizaciones, los equivalentes de piel se utilizan para cultivar y estudiar patégenos de la piel. A
modo de ejemplo no limitante, los equivalentes de piel se infectan con virus del papiloma humano (HPV), tal como
HPV18. Los métodos para preparar equivalentes de piel infectados con HPV se describen en la patente de Estados
Unidos No. 5,994,115. De este modo, algunas realizaciones de la presente solicitud proporcionan métodos que
comprenden proporcionar un equivalente de piel infectado con un patégeno de interés y por lo menos un compuesto
o tratamiento de prueba o tratar el equivalente de piel con el compuesto o tratamiento de prueba. En algunas
realizaciones preferidas, los métodos comprenden ademas analizar el efecto del compuesto o tratamiento de prueba
sobre el patdgeno. Dichos ensayos se pueden realizar analizado la presencia, ausencia o cantidad de patdgeno en
el sustituto de piel después del tratamiento. Por ejemplo, se puede realizar un ELISA para detectar o cuantificar el
patégeno. En algunas realizaciones particularmente preferidas, el patégeno es un patdégeno viral, tal como HPV.

4. Cicatrizacion de heridas y tratamiento de quemad  uras

[0151] Los equivalentes de piel de la presente invencion son Utiles en aplicaciones de cicatrizacion de heridas y
tratamiento de quemaduras. La utilizacién de autoinjertos y aloinjertos para el tratamiento de quemaduras y
cicatrizacion de heridas se describe en Myers et al., A. J. Surg. 170(1):75-83 (1995) y las patentes de Estados
Unidos Nos. 5,693,332; 5,658,331; y 6,039,760. En algunas realizaciones, los equivalentes de piel se pueden utilizar
conjuntamente con sustituciones dérmicas, tales como DERMAGRAFT. En otras realizaciones, los equivalentes de
piel se producen utilizando tanto una fuente estandar de queratinocitos (por ejemplo, células NIKS) y queratinocitos
del paciente que recibira el injerto. Por lo tanto, el equivalente de piel contiene queratinocitos de dos fuentes
diferentes. En realizaciones adicionales, el equivalente de piel contiene queratinocitos de un aislado de tejido
humano. Por consiguiente, la presente solicitud proporciona métodos para la cicatrizacion de heridas, incluyendo
heridas causadas por quemaduras, que comprende proporcionar un equivalente de piel que tiene una funcién de
barrera mejorada segln la presente invencion y un paciente que padece una herida y tratar el paciente con el
equivalente de piel bajo condiciones tales que se cierra la herida.

5. Terapia génica

[0152] En otras realizaciones, el equivalente de piel se disefia para proporcionar un agente terapéutico a un sujeto.
De hecho, se contempla que se pueden administrar una serie de agentes terapéuticos al sujeto, incluyendo, pero sin
limitacion, enzimas, péptidos, hormonas peptidicas, otras proteinas, ARN ribosémico, ribozimas, y ARN antisentido.
Estos agentes terapéuticos se pueden administrar para una serie de fines, incluyendo, pero sin limitacién, el objetivo
de corregir defectos genéticos. En algunas realizaciones preferidas particulares, el agente terapéutico se administra
para el objetivo de detoxificar un paciente con un error de metabolismo hereditario innato (por ejemplo,
aminoacidopatias), en el que el injerto sirve como tejido de tipo natural. Se contempla que la administraciéon del
agente terapéutico corrige el defecto. En algunas realizaciones, los queratinocitos utilizados para formar el
equivalente de piel se transfectan con una construccién de ADN que codifica un agente terapéutico (por ejemplo,
insulina, factor de coagulacion IX, eritropoyetina, etc) y el equivalente de piel se injerta en el sujeto. A continuacion,
el agente terapéutico se administra al torrente sanguineo del paciente u otros tejidos del injerto. En realizaciones
preferidas, el acido nucleico que codifica el agente terapéutico esta unido operativamente a un promotor adecuado.
Se contempla la utilizacién de una serie de promotores, incluyendo, pero sin limitacién, promotores inducibles,
constitutivos, especificos de tejido y especificos de queratinocito. En algunas realizaciones, el acido nucleico que
codifica el agente terapéutico se introduce directamente en los queratinocitos (es decir, mediante coprecipitacion con
fosfato de calcio o mediante la transfeccién con liposomas). En otras realizaciones preferidas, el acido nucleico que
codifica el agente terapéutico se proporciona como un vector y el vector se introduce en los queratinocitos mediante
métodos conocidos en el sector. En algunas realizaciones, el vector es un vector episomal, tal como un plasmido. En
otras realizaciones, el vector se integra en el genoma de los queratinocitos. Entre los ejemplos de vectores que se
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integran se incluyen, pero sin limitacion, vectores retrovirales, vectores de virus adenoasociados y vectores
transposones.

Parte Experimental

[0153] Los siguientes ejemplos se proporcionan a efectos de demostrar e ilustrar adicionalmente ciertas
realizaciones preferidas y aspectos de la presente invencién y no deben interpretarse como limitativos de la misma.

[0154] En la descripcién experimental siguiente, se aplican las siguientes abreviaturas: eq (equivalentes); M (Molar);
mM (micromolar); N (Normal); mol (moles); mmol (milimoles); mmol (micromoles); nmol (nanomoles); g (gramos); mg
(miligramos); ug (microgramos); ng (nanogramos); | o L (litros); ml (mililitros); ul (microlitros); cm (centimetros); mm
(milimetros); um (micrometros); nm (nanometros); C (grados centigrados); U (unidades), mU (miliunidades); min.
(minutos); s (segundos); % (por ciento); kb (kilobase); bp (pares de bases); PCR (reacciéon en cadena de la
polimerasa); BSA (albumina de suero bovino).

Ejemplo 1
Efecto de las Condiciones de Cultivo en la Funcién de Barrera Epidérmica de Células NIKS

[0155] Aunque se ha demostrado que un conjunto de condiciones de cultivo aumentan varios aspectos de la funcion
de barrera (véase la tabla 1, supra), no ha habido un intento sistematico de examinar los efectos sinérgicos de estas
condiciones. Este ejemplo proporciona una valoracion de los efectos combinados de acido ascérbico, activadores de
PPAR (acido linoleico), activadores de FXAR (farnesol) y una humedad relativa reducida en la funcién de barrera
epidérmica de cultivos organotipicos NIKS. Las propiedades de barrera de cultivos tratados se evallan mediante la
medicién de la capacitancia eléctrica de superficie (SEC) (Boyce et al., J. Invest. Dermatol., 107(1): p. 82-7 (1996)),
el andlisis de la composicion lipidica extracelular y mediante el examen ultraestructural de secciones de tejido
mediante microscopia electronica.

[0156] Las condiciones de cultivo a evaluar se presentan en la tabla 2. Se afiaden individualmente o combinados
complementos de cultivo al medio de cornificacion en las concentraciones indicadas. Los cultivos organotipicos se
incuban en la interfase aire/liquido durante 14-17 dias antes del analisis. Los cultivos basados en NIKS consisten en
compartimentos dérmicos y epidérmicos. El compartimento dérmico consiste en una base de colageno y se forma
mediante la mezcla de fibroblastos neonatales humanos normales, cepa Cl-1-F, con colageno Tipo 1 en medio F-12
de Ham que contenia suero de ternera fetal (FCS) al 10% y penicilina/estreptomicina (P/S) y permitiendo la
contracciéon. El compartimento epidérmico se produce mediante la siembra de las células NIKS sobre gel de
colageno contraido en 25 pl de una mezcla de F-12 de Ham: DME, (3:1, concentracién final de calcio 1,88 mM)
complementada con FCS al 0,2%, hidrocortisona (HC) 0,4 pg/ml, 8,4 ng/ml de toxina de cdlera (CT), 5 pg/ml de
insulina (Ins), 24 pg/ml de adenina (Ade), y 100 unidades/ml P/S. Las células se dejan unir 2 horas antes de llenar la
camara de cultivo con medio (dia 0). En los dias 1y 2, se realimentan las células. En el dia 4, las células se elevan a
la interfase de aire con una almohadilla de algodén y se cambian al medio de cornificacion que contenia F-12 de
Ham:DME (3:1, concentracion final de calcio 1,88 mM) complementado con FCs al 2%, HC 0,4 pug/ml, CT 8,4 ng/ml,
Ins 5 pg/ml, Ade 24 pug/ml, y P/S. A las células se les alimenta con medio de cornificacion nuevo cada tres dias.

[0157] Para la medicion de SEC, la impedancia de las superficies de cultivo se determina utilizando un medidor de la
impedancia Dermaphase 9003 (NOVA Technologies Corp, Portsmouth, NH). Este instrumento proporciona una
medicion de la conductividad eléctrica de la superficie de la piel, que esta relacionada directamente con el estado de
hidratacion de la muestra y propiedades de barrera. La sonda se coloca en contacto con la superficie de cultivo y se
toman lecturas inmediatamente después del contacto con la sonda y al final del periodo de 10 segundos. A
continuacion, la lectura inicial se compara con la lectura después de que la sonda se haya colocado durante 10
segundos. Un incremento en la lectura después de 10 segundos refleja una hidratacion incrementada de la
superficie de cultivo debido a la oclusién de la superficie de la piel por la sonda. Dado que la hidratacién de la
superficie estd determinada ampliamente por la permeabilidad del estrato cérneo, la magnitud de la diferencia entre
las lecturas de SEC iniciales y finales proporciona una medicion de las propiedades de barrera de los cultivos. Cada
condicion de cultivo se analiza por triplicado y se comparan las mediciones promedio de la impedancia con
condiciones de cultivo estandar no complementados para valorar las mejoras en la funcién de barrera. Las lecturas
de SEC de los cultivos in vitro también se comparan con las mediciones de SEC obtenidas de piel humana normal.
Los estudios previos han demostrado que los valores de SEC de sustitutos de piel in vitro (400 pF) son
aproximadamente diez veces mas elevados que los observados con piel humana normal. El objetivo de estos
experimentos es desarrollar condiciones que mejoren la funcion de barrera de cultivos de queratinocitos
organotipicos, de manera que las lecturas de SEC de estos cultivos son como maximo 2-3 veces mas elevadas que
en la piel normal.
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Tabla 2: Complementos de cultivo y humedad

Acido ascorbico Acido linoleico Farnesol Humedad
100%
75%
50 microgramos/mi 100%
50 microgramos/mi 75%
30 micromolar 100%
30 micromolar 75%
50 micromolar 100%
50 micromolar 75%
50 microgramos/mi 30 micromolar 100%
50 microgramos/mi 30 micromolar 75%
50 microgramos/mi 50 micromolar 100%
50 microgramos/mi 50 micromolar 75%
30 micromolar 50 micromolar 100%
30 micromolar 50 micromolar 75%
50 microgramos/mi 30 micromolar 50 micromolar 100%
50 microgramos/mi 30 micromolar 50 micromolar 75%

[0158] Las composiciones lipidicas de sustitutos de piel in vitro examinadas hasta ahora muestran diferencias
significativas en comparacién con las halladas en piel humana normal. En particular, los niveles de ceramidas 6 y 7
se reducen ampliamente en los cultivos in vitro. Para determinar si la preparacién de cultivos de piel organotipicos
utilizando condiciones de cultivo mostradas en la tabla 2 tiene un efecto sinérgico en la composicion lipidica
epidérmica, se comparan los perfiles de lipidos de cultivos complementados con lipidos aislados de cultivos de
control no complementados y con lipidos extraidos de piel humana normal. Los perfiles de lipidos de los cultivos se
determinan mediante cromatografia de capa fina de rendimiento elevado (HPTLC) de lipidos extraidos de las capas
de cultivo epidérmicas. Los cultivos organotipicos se calientan hasta 60°C durante 1 minuto para separar las capas
epidérmicas y dérmicas. Los lipidos totales se extraen de la capa epidérmica mediante extraccion secuencial con 2
ml de cloroformo/metanol (1:2), 2 ml de cloroformo/metanol/agua (1:2:0.5), 2 ml de cloroformo/metanol (1:2), 2 ml de
cloroformo/metanol (2:1) y finamente con 2 ml de cloroformo. Después de la adicion de 0,2 ml de KCl al 2,5% y 2 ml
de agua, las muestras se centrifugan y la fase inferior se extrae a un tubo limpio. La fase superior restante se extrae
con 4 ml de cloroformo. El extracto de cloroformo se combina con la fase inferior del extracto inicial. Se extraen los
disolventes mediante evaporacion bajo nitrdgeno y los lipidos extraidos se disuelven en cloroformo/metanol (2:1). El
contenido total de lipidos en los extractos se determina mediante el peso de las muestras del extracto después de la
evaporacion del disolvente.

[0159] Los lipidos extraidos (50 microgramos) se aplican a placas de gel de silice 60 HPTLC (Merck, Darmstad,
FRG) y se separan mediante HPTLC unidimensional utilizando el sistema de revelado con ceramidas. La separacion
de lipidos se consigue mediante el revelado secuencial de las placas de HPTLC en cloroformo,
cloroformo/acetona/metanol (76:8:16), cloroformo/acetato de hexilo/acetona/metanol (86:1:10:4),
cloroformo/acetona/metanol (76:4:20), cloroformo/dietil éter/acetato de hexilo/acetato de etilo/acetona/metanol
(72:4:1:4:16:4), y finalmente con hexano/dietil éter/acetato de etilo (80:16:4). La placa de TLC se seca brevemente
después de cada etapa de revelado antes de proceder al siguiente sistema de disolventes. Después de la
separacion, los lipidos se detectan mediante la tincién con acetato de cobre y sulfato de cobre en &cido sulfrico,
seguido de carbonizacién. Cada condicién de cultivo se analiza por triplicado y se cuantifican los niveles de
componentes lipidicos especificos mediante densitometria y se expresan como un porcentaje de lipidos totales.
Estudios previos han mostrado que las ceramidas 5-7 comprenden sélo un 10% de la masa total de ceramidas de
sustitutos de piel in vitro en comparacion con el 39% en epidermis normal. Existe un incremento correspondiente en
ceramida 2 en los cultivos in vitro, que comprende aproximadamente el 50% de la masa total de ceramida en
comparacion con el 22% en piel normal. En realizaciones preferidas, los equivalentes de piel de la presente
invencion se cultivan bajo una condicion que da lugar a un incremento en el contenido de ceramidas 5-7 a entre 30 y
45% de la masa total de ceramida y una reduccion de los niveles de ceramida 2 a entre el 20 y 30% de la masa total
de ceramida.

[0160] La ultraestructura de lamelas lipidicas en cultivos organotipicos preparados bajo las condiciones descritas en
la tabla 2 se examina mediante microscopia electrénica. Los cultivos se fijan en glutaraldehido al 2% y formaldehido
al 2% en tampon de cacodilato 0,1 M, pH 7,4, a continuacion se post-fija en tetroxido de osmio al 1%, seguido de
tetroxido de rutenio al 0,25%. Las muestras se deshidratan a través de una serie de etanol, incluidos en Eponato, y
se dividen en un microtomo Reichert Ultracut. Las secciones se tifien con acetato de uranilo y citrato de plomo y se
examinan utilizando un microscopio electrénico Hitachi H-7000 (Hitachi, San Jose, CA). Los cultivos organotipicos
producidos por las condiciones indicadas en la tabla 2 se examinan para la restauracion del patron de lamelas
lipidicas alternantes densas de electrones y luminosas de electrones observadas en piel normal.

[0161] También se evallan los cultivos organotipicos para la proliferacion celular y marcadores de diferenciacion
especifica de tipo de célula, incluyendo involucrina, transglutaminasa y queratinas.
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Ejemplo 2
Expresion de Klf4 exdgena en células NIKS

[0162] Este ejemplo describe la expresion de KlIf4 exdgena en células NIKS. El factor de transcripcion factor 4 de
tipo Krippel (KIf4) es una proteina de dedos de zinc expresada a niveles elevados en el epitelio sometido a
diferenciacion terminal, especialmente la piel y el epitelio intestinal. En la piel, se enriquece en la capa suprabasal
mitéticamente inactiva de la epidermis. Se identificé Klf4 mediante hibridacion de baja rigurosidad con una sonda
para un dominio de dedos de zinc en una biblioteca de ADNc de células NIH 3T3 (Shields et al., J. Biol. Chem,
271(33): 20009-17 (1996)). Sus tres dedos de zinc C2H2 la relacionan con una familia de factores de transcripcién
de dedos de zinc que incluye EKLF y LKLF, factores que son importantes para la diferenciaciéon especifica de tejido.
Se expresa a niveles mas elevados en células de crecimiento detenido y a niveles indetectables en células
proliferativas. La expresion constitutiva de células COS-1 con Klf4 inhibe la sintesis de ADN. Se une a una
secuencia de ADN definida que es importante en la regulacion del gen CYP1A1 del citocromo P450 (Zhang et al., J.
Biol. Chem., 273(28): 17917-25 (1998)). La union de K1f4 a su sitio de union en CYP1Al inhibe la expresion de
CYP1A1, probablemente mediante competicion por la uniéon al ADN con SP1 y a través de las interacciones directas
de proteina-proteina con SP1. Estudios recientes describen que KIf4 también regula su propia expresion y que una
interaccion de unién importante es con p300/CBP (Geiman et al., Nucleic Acids Res., 28(5): 1106-1113 (2000);
Mahatan et al., Nucleic Acids Res., 27(23): 4562-9 (1999)). Al igual que con otros factores de transcripcion claves, la
KlIf4 puede ser un activador potente de algunos genes y un represor de otros.

[0163] KIf4 es actualmente el mejor gen candidato para un regulador clave de la funciéon de barrera en la piel. La
eliminacion de la expresion de KIf4 en ratones da lugar a una mortalidad neonatal, aparentemente como resultado
de una pérdida excesiva de agua a través de una barrera de permeabilidad epidérmica defectuosa. Estas
observaciones sugieren que la Klf4 regula los genes que son esenciales para la formacién de una barrera de
permeabilidad epidérmica normal y aumentan la posibilidad de que la expresion de Klf4 en sustitutos de piel
cultivados pueda mejorar la funcién de barrera de estos cultivos. Este ejemplo describe dos métodos de expresién
de KIf4 en la diferenciacion de queratinocitos. El primer método es la generacion de una construccién de expresién
inducible en la que la expresion de KIf4 humana esta regulada por la presencia o ausencia del derivado de
tetraciclina, doxiciclina, en el medio de cultivo. Un segundo método de direccion de la expresiéon de Klf4 en cultivos
organotipicos utiliza un fragmento de ADN que contiene 3,7 kb de la region promotora de involucrina, que dirige la
expresion en la diferenciacién de queratinocitos (Carroll et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90 (21): p. 10270-4
(1993)) o 135 pares de bases de la region promotora de transglutaminasa 3, que también dirige la expresion en la
diferenciacion de queratinocitos (Lee et al., J. Biol. Chem., 271(8): 4561-8 (1996)).

[0164] EI ADNc que codifica la KIf4 humana se aisla mediante PCR utilizando cebadores para la secuencia conocida
de KIf4 (Y et al., J. Biol. Chem., 273(2): 1026-31 (1998)). El ADNc de KIf4 se clona en el vector de expresién pTRE2
(Clontech, Palo Alto, CA), que contiene un promotor de CMV minimo flanqueado por siete repeticiones del operador
tet (tetO). La integridad del ADNc de KIf4 clonado se verifica mediante el andlisis de secuencia utilizando cebadores
derivados de la secuencia de Klf4 conocida.

[0165] EI ADN purificado del plasmido de expresién de KIf4 se introduce en las células NIKS junto con el plasmido
pTet-On (Clontech, Palo Alto, CA), que codifica un derivado de la proteina represora de tet. Esta proteina, rtTA, se
une al operador tet en presencia de doxiciclina e induce la expresiéon de Klf4 cuando la doxiciclina esta presente en
el medio de cultivo. El gen que codifica una proteina que confiere resistencia a blasticidina se amplificara por PCR y
se clonara en el plasmido pTet-On para permitir la seleccion de células transfectadas de forma estable. Las células
transfectadas se seleccionan mediante crecimiento en un medio que contiene blasticidina (5 microgramos/ml), que
eliminara cualquier célula NIKS que no ha incorporado los plasmidos en su genoma. Las lineas celulares estables
gue contienen los plasmidos pTRE2-KIf4 y pTet-On se identifican mediante el examen de mudiltiples lineas celulares
clonales por transferencia Southern utilizando sondas marcadas con digoxigenina derivadas de los plasmidos pTet-
On y pTRE2. Los clones mdltiples que contienen copias intactas de los plasmidos pTet-On y pTRE2 se aislan y
examinan para la expresion del transgén Klf4 en presencia de doxiciclina.

[0166] Para examinar la expresion del transgén de KIf4, los cultivos monocapas de lineas celulares transfectadas de
manera estable y las células no transfectadas de control se incuban en medio que contiene doxiciclina (1
microgramo por ml). A continuacion, se aisla el ARN total de cultivos en multiples puntos de tiempo después de la
adicién de doxiciclina utilizando el reactivo Trizol (Life Technologies, Rockville, MD). Se analizan veinte microgramos
de ARN total mediante hibridacion de transferencia Northern utilizando sondas marcadas con digoxigenina derivadas
del ADNc de KIf4 clonado y se detectan utilizando el sistema de deteccién no radioactivo Genius (Roche Molecular
Biochemicals, Indianapolis, IN). EI ARN también se aisla de cultivos transfectados desarrollados en ausencia de
doxiciclina para determinar el nivel basal de expresion de Klf4 del transgén. EI ARN aislado de células no
transfectadas en cada punto de tiempo se analizara para establecer un nivel base de expresion de Klf4 del gen de
Klf4 enddgeno.

[0167] EI ADNc de KIf4 también se clona en un plasmido de expresién que contiene secuencias de promotores del

gen de involucrina. Un fragmento de ADN que contiene 3,7 kb del promotor dirige la expresion de transgenes a las
capas suprabasales de la epidermis. Este fragmento de promotor se amplifica a partir del ADN gendmico mediante
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PCR utilizando cebadores para la secuencia promotora de INV conocida (Lopez-Bayghen et al., J. Biol. Chem.,
271(1): 512-520 (1996)). EI ADNc de KIf4 se clona en un plasmido que contiene este fragmento de promotor de
involucrina y se utiliza para generar lineas celulares estables de NIKS que contienen este transgén. Las lineas
celulares estables se seleccionan mediante la cotransfeccion de células NIKS con el plasmido INV/KIf4 y un
plasmido que expresa la resistencia a blasticidina y el crecimiento de las células transfectadas en presencia de
blasticidina. Se aislaran mudltiples lineas celulares de resistencia a blasticidina y se examinaran mediante
transferencia Northern por la expresion incrementada de Klf4 en comparacion con células transfectadas sélo con el
plasmido de resistencia a blasticidina. Aunque el promotor de involucrina se ha utiliza satisfactoriamente para dirigir
la expresion de varios transgenes a la epidermis diferenciadora, es posible que la construccién INV/KLF4 no se
expresara hasta niveles suficientemente elevados o en el patrén temporal o espacial correcto para tener un efecto
en la funcién de barrera. Si la expresion de Klif4 a partir de la construcciéon con el promotor de involucrina no se
detecta facilmente, se generan construcciones de expresion que contienen las regiones promotoras de otro gen
especifico de queratinocito, la transglutaminasa 3. El ADNc de Klf4 se clona en un plasmido de expresién que
contiene secuencias promotoras a partir del gen de transglutaminasa 3 (TG3). Un fragmento de promotor TG3 que
contiene 126 pb en direccién 5’ y 10 pb en direccién 3’ desde el sitio de inicio de la transcripcion dirige la expresion
de transgenes a las células epiteliales (Lee et al., J Biol Chem, 271(8): 4561-8 [1996]).

[0168] EI ADNc de KIf4 se clona en un plasmido que contiene este fragmento promotor de TG3 y se generan lineas
celulares estables de NIKS que contienen este transgén. Las lineas celulares estables se seleccionan mediante la
cotransfeccion de células NIKS con el plasmido TG3/KIf4 y un plasmido que expresa el gen de resistencia a
blasticidina y el crecimiento de las células transfectadas en presencia de blasticidina. Las multiples lineas celulares
resistentes a blasticidina se aislan y examinan mediante transferencia Northern para la expresion aumentada de Klf4
en comparacion con células transfectadas sdlo con el plasmido con resistencia a blasticidina.

[0169] Se examinan lineas celulares NIKS estables que expresan Klf4 a partir del promotor de involucrina o el
sistema inducible por doxiciclina en un cultivo organotipico para confirmar que se expresa Klf4 bajo estas
condiciones de cultivo. El medio y procedimientos estandar para cultivos organotipicos se describen en el ejemplo 1.
Las células NIKS que expresan Klf4 se siembran sobre una matriz de coldgeno que contiene fibroblastos y se
desarrollan en un cultivo sumergido durante 4 dias antes de elevarse a la interfase de aire. Los cultivos
organotipicos se alimentan de medio de cornificacion cada 3 dias y se mantienen en la interfase aire/liquido durante
14 dias para formar un epitelio estratificado. Los cultivos con NIKS que expresan KIf4 a partir del promotor inducible
se desarrollan en un medio que contiene 1 microgramo/ml de doxiciclina. Se aisla el ARN total de los cultivos
organotipicos mediante la homogenizacién de la capa epidérmica en reactivo Trizol, extrayendo el homogenato con
cloroformo, y precipitando el ARN total con isopropanol. El ARN se examina por la expresion de Klf4 tal como se
describe anteriormente para cultivos monocapa.

[0170] Los efectos de la expresion de Klif4 en la funcién de barrera se examinan mediante la medicién de la
capacitancia de superficie, la composicion lipidica y la ultraestructura de los cultivos organotipicos mediante los
métodos descritos en el ejemplo 1. Ademas, algunos de los agentes a afiadir a los cultivos en el ejemplo 1,
especialmente los activadores de PPAR y FXAR, pueden servir para activar otros genes reguladores que actdan en
concordancia con Klf4. Esta hip6tesis estd apoyada por la capacidad de estos agentes de acelerar el desarrollo en el
Utero de la funcion de barrera.

[0171] Los datos sobre la evolucion y extension de la expresion de Klf4 utilizando los dos sistemas de expresion
descritos en el presente documento permitiran el disefio de estrategias para aumentar la funcién de barrera
mediante la regulacion de la expresion de Klf4 en cultivos organotipicos de NIKS. Los cultivos organotipicos de NIKS
se han caracterizado ampliamente para la ultraestructura y la expresion de los marcadores de diferenciacion clave.
El examen de estas propiedades fenotipicas del cultivo en presencia de la expresion de Klf4 afiadida proporcionara
ideas adicionales a las consecuencias de la expresion de Kilf4.

Ejemplo 3
Secrecién de IL-1 a en respuesta a irritantes de la piel

[0172] Este ejemplo demuestra que las células NIKS secretan IL-la en respuesta a irritantes de piel. Para
determinar si los cultivos organotipicos de células NIKS muestran respuestas a irritantes tipicas de queratinocitos
primarios, los cultivos de equivalentes de piel NIKS se expusieron a concentraciones de SDS que se sabe que
producen respuestas a irritantes de la piel in vivo e in vitro. Se aplicaron tépicamente soluciones de SDS (0,1%,
0,2%, y 0,5%) a cultivos organotipicos de NIKS expuestos a aire y se incubaron durante 24 horas a 37°C. Después
de 24 horas, se analiz6 el medio por debajo de los cultivos por la proteina IL-1a utilizando un kit de LISA de IL-1a
Quantikine (R&D Systems, Minneapolis, MN) y los cultivos se incubaron con reactivo MTS (Promega Corp., Madison,
WI) para determinar la viabilidad celular. Las concentraciones de IL-1a en medio de cultivo de control y tratado con
SDS se muestran en la figura 3. El medio de cultivo no tratado contenia 25 pg/ml de IL-1a, mientras que la
concentracion de IL-la en cultivos tratados con SDS al 0,1%, 0,2% 6 0,5% fue de 290, 375 y 275 pg/ml
respectivamente.
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[0173] Estos valores se corresponden con las respuestas de IL-1a publicadas en equivalentes de piel expuestos a
SDS (Perkins et al., Toxicological Sciences, 48:218 [1999]). La disminucién en la secrecion de IL-1a en cultivos
tratados con SDS al 0,5% es probablemente debida a la disminuciéon de la viabilidad celular en estos cultivos
detectada mediante un ensayo MTS.

Ejemplo 4
Generacion de construcciones de genes informadores

[0174] Este ejemplo describe métodos para generar células NIKS que comprenden construcciones de genes
informadores que comprenden fragmentos promotores de IL-8. Utilizando cebadores para la secuencia conocida, se
utiliza la PCR para amplificar un fragmento de ADN de 1,5 kb que contiene el promotor de IL-8 y secuencias
flanqueantes. Después de la verificacion del ADN amplificado mediante el analisis de secuencia, este fragmento de
ADN se clona en el vector de expresion pSEAP (Tropix, Bedford, MA), que contiene la regién codificante para SEAP,
pero carece de elementos reguladores para dirigir su expresion. Esta integridad de la construccién informadora se
verifica mediante analisis de restriccion y secuenciacién de ADN.

[0175] Inicialmente los experimentos para determinar si la construccidn informadora IL-8/SEAP es inducible por
irritantes se realizan con células NIKS transfectadas de manera transitoria. Se exponen grupos de células
transfectadas a irritantes conocidos (por ejemplo, SDS, acido trans-retinoico) y a sustancias de control (por ejemplo,
aceite mineral, agua) y se determina la cantidad de actividad de SEAP mediante quimioluminiscencia a 4, 8 y 24
horas después de la exposicion a irritante. La actividad de SAP se detecta mediante incubacion de medio de células
transfectadas con un sustrato quimioluminiscente (Phospha-light, Tropix, Bedford, MA) utilizando un luminémetro de
microplaca. El analisis de la expresion del gen informador de IL-8/SEAP se realiza por triplicado utilizando
poblaciones de células transfectadas de forma independiente.

[0176] La expresion de ARN a partir del informador IL-8/SEAP se compara con los incrementos en el ARNm del gen
de IL-8 enddgeno. En paralelo con los ensayos de SEAP descritos anteriormente, se aisla el ARN de cultivos
tratados idénticamente utilizando el reactivo Trizol (Life Technologies, Rockville, MD). Como medicién independiente
de la expresion de IL-8 en queratinocitos tratados con irritante, se tratan los cultivos de queratinocitos primarios de
donantes agrupados con los irritantes y se procesan para la purificacion de ARN. Se examina el ARN total mediante
transferencia Northern por la expresién incrementada del gen de IL-8 enddgeno utilizando un fragmento de PCR
amplificado en base a secuencias conocidas. También se cuantifica el nivel de ARNm de SEAP expresado a partir
del transgén de IL-8/SEAP mediante analisis Northern. Los incrementos en la actividad de SEAP, medida mediante
quimioluminiscencia, y el ARNm de SEAP, determinado mediante transferencia Northern, se comparan con los
incrementos en ARNm de IL-8 para determinar si la expresion de la SEAP informadora refleja de manera precisa la
induccion de IL-8 en respuesta a irritantes.

[0177] La expresion del ARNm de IL-8 incrementa de 7 a 40 veces después de 24 horas de exposicion a varios
irritantes de piel (de Brugerolle de Fraissinette et al., supra). La construccién informadora se establece como
inducible por irritante si el nivel de actividad de SEAP y el incremento de ARNm es de por lo menos 5 veces en
cultivos tratados con irritante.

[0178] Si se incrementa la actividad de SEAP en células NIKS transfectadas después de la exposicion a irritante, se
generan lineas celulares estables con la construccion informadora de IL-8/SEAP de la siguiente manera. Las células
NIKS se cotransfectan con la construccién informadora de IL-8/SAP y un plasmido que confiere resistencia a
blasticidina (pCMV/bsd Invitrogen, Carlsbad, CA). Las células transfectadas se desarrollan en presencia de
blasticidina para seleccionar células transfectadas de manera estable. Se examinan los clones individuales de
células transfectadas por la expresion del gen informador de IL-8/SAP en respuesta a los irritantes. Se utilizan
clones que muestran una expresion de trangén inducible por irritante para generar cultivos de piel organotipicos.
Estos cultivos se examinan por la sensibilidad a irritante mediante la aplicacion tépica de SDS, acido trans-retinoico
y controles negativos (agua, aceite mineral) tal como se ha descrito anteriormente. Los cultivos organotipicos
también se pueden alterar mecanicamente, lisar en un tampdén que contiene un detergente no iénico, y analizarse la
actividad de SEAP.

[0179] Debido a que el fragmento de 1,5 kb de la regién reguladora de IL-8 puede no contener todos los elementos
reguladores necesarios para la sensibilidad completa, es posible que la magnitud de la respuesta del gen informador
pueda ser inferior a la observada con el gen de IL-8 enddgeno. Si este fragmento es insuficiente para dirigir la
expresion de SEAP especifica de irritante, se utiliza el producto PCR como sonda para cribar una biblioteca de ADN
gendmico. Esta estrategia permite recuperar fragmentos de ADN mas grandes que probablemente contienen mas de
la region reguladora de IL-8. Estos fragmentos de ADN se caracterizan mediante un mapa de restriccion y analisis
de secuencia. Los fragmentos de ADN que contienen entre 5y 10 kb de ADN gendmico que flanquea el promotor de
IL-8 se clonan en el vector pSEAP y se examina por la capacidad de dirigir la expresion de SEAP inducible por
irritante tal como se describe anteriormente.

[0180] También se generan construcciones génicas informadoras alternativas utilizando un fragmento de ADN que
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contiene la regién reguladora de otra citoquina inducible por irritante, IL-1a. Las secuencias publicadas para este gen
incluyen 1437 pb de ADN en direccion 5’ desde el sitio de inicio de la transcripcion (Furutani et al., Nuc. Acid Res.
14:3167 [1986]). Se ha utilizado un fragmento de ADN que contiene estas secuencias para dirigir la expresion de un
gen informador de CAT en respuesta a transactivadores virales (Mori y Prager, Blood 87:3410 [1996]). Este
fragmento contiene dos sitios de unién a NF-kB, un factor de transcripcion que esta implicado en los cambios de
expresion génica en respuesta a irritantes de la piel (Corsini et al., J. Invest Dermatol. 108:892 [1997]).

[0181] Adicionalmente, también se genera una construccion génica informadora de la linea celular mediante la
introduccion de una construccion génica informadora en el locus de IL-8 enddgeno en células NIKS. Esta estrategia
“knocked-in” se ha utilizado para reproducir con precisién una expresion correcta temporal y espacial de genes
informadores (Elefanty et al., Proc Natl Acad Sci U S A, 95:11897 [1998]; Morrison et al., Mech Dev, 1999. 84169
[1999]; Jin et al., Biochem Biophys Res Commun, 270:978 [2000]).

Ejemplo 5
Identificaciéon de genes sensibles a irritantes

[0182] Este ejemplo describe experimentos Utiles para la identificacién de nuevos genes cuya expresion se induce
mediante la exposicion a irritante. Se utilizan micromatrices de ADNc de Genome Systems (micromatrices de GEM,;
Incyte Genomics, Palo Alto, California) para el analisis de la expresion génica. Todas las manipulaciones se realizan
por Incyte Genomics. Se utiliza la micromatriz UniGEM V 2.0, construida a partir de la secuencia de Incyte que
verificé los clones de ADNc y que contenia 8514 ADNc humanos Unicos. Se utilizan matrices mas grandes si estan
disponibles. Se preparan cultivos de equivalentes de piel in vitro utilizando queratinocitos humanos cultivados de
donantes adultos agrupados (disponibles de Clonetics, Walkersville, MD). Los queratinocitos cultivados se siembran
sobre un equivalente dérmico que consiste en fibroblastos dérmicos incluidos en una matriz de colageno contraida y
el cultivo organotipico resultante se levanta a la interfase con aire para inducir la diferenciacién y estratificacion de la
capa de queratinocitos. Después de 14 dias, los cultivos organotipicos se tratan tdpicamente con irritantes conocidos
(por ejemplo, SDS al 0,2%, calcipotriol al 0,005%, acido trans-retinoico al 0,025%) o controles no irritantes (por
ejemplo, aceite mineral, vaselina) durante 24 horas. Estos compuestos inducen todos la expresién y secrecion de las
citoquinas proinflamatorias IL-1a e IL-8 en equivalentes de piel tratados con irritante (de Brugerolle de Fraissinette et
al., supra).

[0183] La purificacion de ARNm de cultivos organotipicos se lleva a cabo utilizando procedimientos conocidos. La
capa epidérmica de los cultivos organotipicos de control y expuestos a irritante se desplazan mecanicamente del
equivalente dérmico de colageno y se colocan en reactivo Trizol (Life Technologies, Rockville, MD) durante 1 hora.
Después de una agitacion intensa periddica y pipeteo para separar el tejido, se separa el ARN de la proteina celular
y el ADN mediante extraccidon con fenolcloroformo. La fase acuosa de esta extraccién se trata a continuacién con
etanol para precipitar el ARN total. Se aisla ARNm de poli A+ del ARN celular total utilizando el sistema de
purificaciéon de ARNm de Oligotex (Qiagen, Valencia, CA).

[0184] Para verificar que los cultivos tratados muestran una respuesta a irritante, se examinan cantidades iguales de
ARNm de cultivos de control y tratados con irritante mediante transferencia Northern para la induccién de los genes
sensibles a irritantes conocidos IL-1a e IL-8. EI ARN de cultivos que muestran induccion de la expresion de IL-1a e
IL-8 se comparan con ARN de cultivos de control mediante perfil de expresiéon de genes para identificar nuevos
genes sensibles a irritante. EI ARNm purificado se disuelve en tampén TE a una concentracion de 50 ng/ml y se
transporta a Incyte Genomics para el analisis con micromatriz de ADNc. El analisis de datos se realiza utilizando el
software GEMTools de Genome Systems y los programas de andlisis en cluster disponibles del MIT Center for
Genome Research y el laboratorio de Patrick O. Brown en la Stanford University.

[0185] Los genes identificados como sensibles a irritante se utilizan en ensayos de genes informadores utilizando los
métodos descritos en el ejemplo 4 anterior.

Ejemplo 6
Contenido lipidico de equivalentes de piel

[0186] Este ejemplo describe la preparacion de equivalentes de piel con un medio libre de suero optimizado y un
segundo grupo de equivalentes de piel preparados con un medio subOptimo. Posteriormente, se determind el
contenido de lipidos de los cultivos resultantes.

[0187] Los cultivos organotipicos se iniciaron mediante el emplacado de 350.000 células NIKS sobre equivalentes
dérmicos preparados previamente en un inserto MILLICLL de 10 mm. El medio utilizado para completar esta etapa
estaba comprendido de un medio base [mezcla 3:1 de medio F12 de Ham/medio de Eagle modificado por Dulbecco
(DME), complementado con 24 pg/ml de adenina, 8,3 ng/ml de toxina del colera, 5 pg/ml de insulina, 0,4 pg/ml de
hidrocortisona, con la concentracion final de calcio ajustada hasta 1,88 mM] complementado con Clon Fetal Il al
0,2% (un sustituto de suero de ternera).
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[0188] Dos dias después del emplacado, se suministraron los cultivos organotipicos con medio fresco para mantener
el crecimiento. Los cultivos se suministraron con medio base complementado con Clon Fetal 1l al 0,2% o medio base
complementado con Clon Fetal Il al 0,2% y constituyentes adicionales (1 mg/ml de BSA libre de endotoxinas, 1 ng/ml
de factor de crecimiento epidérmico, 50 pg/ml de acido ascérbico, 1 UM de isoproterenol, 10 uM de carnitina, 10 uM
de serina, 25 uM de &cido oleico, 15 uM de &cido linoleico, 7 uM de acido araquidénico y 1 uM de a-tocoferol).

[0189] Cuatro dias después del levantamiento (“lifting”), y cada dos dias para el resto del periodo de cultivo, los
cultivos se suministraron con un medio optimo (medio base complementado con 1 mg/ml de BSA libre de
endotoxina, 1 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico, 50 pug/ml de acido ascérbico, 1 uM de isoproterenol, 10 pM
de carnitina, 10 uM de serina, 25 uM de acido oleico, 15 uM de acido linoleico, 7 uM de acido araquidénico y 1 pM
de a-tocoferol) o un medio subéptimo (medio base complementado con 1 mg/ml de BSA libre de endotoxina, 1 ng/ml
de factor de crecimiento epidérmico, 10 pM de carnitina 'y 10 uM de serina).

[0190] Al completar el periodo de cultivo, se extrajeron los lipidos totales de los cultivos y se separaron mediante
cromatografia de capa fina de rendimiento elevado (HPTLC). Después de la separacion, las placas se carbonizaron
y se rastrearon los cromatogramas resultantes mediante densitometria para cuantificar especies de lipidos
individuales. Los cultivos desarrollados en medio de cultivo optimizado contenian un mayor porcentaje de ceramidas
totales que los cultivos desarrollados en medio subdptimo (tabla 3). Ademas, los cultivos desarrollados en medio
optimo contenian niveles mucho mas elevados de las ceramidas polares 3, 4, 5, y 6 que los cultivos desarrollados
bajo condiciones subéptimas.

Tabla 3
Contenido de ceramida de cultivos de piel
Medio éptimo Medio subéptimo
Cer 6ll 0,07%
Car 6l 0,41% 0,03%
Cer 4/5 1,31% 0,46%
Cer 3 1,37% 0,44%
Cer?2 2,09% 1,69%
Cerl 1,33% 0,42%
Ceramida total 6,52% 3,11%

Ejemplo 7
Expresion de GKLF en células NIKS

[0191] Este ejemplo describe la expresion en células NIKS de GKLF, una proteina pensada para mediar en el
desarrollo de la funcién de barrera en ratones.

[0192] EI ADN que codifica la proteina GKLF se aislé6 mediante PCR y se cloné en un vector de expresion que
contenia el promotor de involucrina humana. Después de la verificacion de los fragmentos de GKLF e involucrina
mediante secuenciacion de ADN, se introdujeron construcciones en células NIKS mediante transfeccién. Veinticuatro
horas después de la transfeccion, se aislo el ARN total de las células transfectadas y se examind la expresion de
GKLF en estas células mediante PCR de transcripcion inversa (RT-PCR).

[0193] Se detectdé un producto PCR correspondiente a ARNm de GKLF empalmado en ARN de células
transfectadas con la construccién de involucrina/GKLF, pero no en ARN de control de células transfectadas con un
vector vacio. Ademas, el producto PCR de GKLF no se detect6 en reacciones de las que se omitié la transcriptasa
inversa. Estos resultados demuestran que se expreso el ARNm de GKLF en células NIKS transfectadas.

[0194] En un segundo grupo de experimentos, se cloné el ADN que codificaba GKLF en el vector pTREZ2, el cual
permitia la expresién inducible de GKLF después de la adicién de doxociclina. Después de la verificacion de los
fragmentos de GKLF e involucrina mediante secuenciacion de ADN, las construcciones se introdujeron en células
NIKS mediante transfeccion. Ocho horas después de la transfeccion, se afiade doxiciclina a la mitad de los cultivos
transfectados y todos los cultivos se incubaron durante 16 horas adicionales. Veinticuatro horas después de la
transfeccién, se aislé el ARN total de las células transfectadas y se examiné la expresion de GKLF en estas células
mediante PCR de transcripcién inversa (RT-PCR). Se observé un producto PCR correspondiente a ARNm de GKLF
empalmado en muestras con y sin doxiciclina, pero se observé mas producto en muestras después de la adicion de
doxiciclina. No se detectaron productos PCR en reacciones de las que se omiti6 la transcriptasa inversa. Estos
resultados demuestran la expresion inducible de ARNm de GKLF en células NIKS transfectadas.
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Ejemplo 8
Métodos de cultivo
[0195] Este ejemplo describe métodos de cultivo comunes a los siguientes ejemplos.

[0196] Medio. El proceso de cultivo organotipico utiliza seis medios de cultivo diferentes: medio de células
alimentadoras 3T3 (TM); medio de crecimiento de fibroblastos (FM); medio NIKS (NM); medio de emplacado (PM);
medio de estratificacion A (SMA); y medio de estratificacion B (SMB). Se utiliza TM para propagar células 3T3 que
actian como células alimentadoras para células NIKS en cultivo monocapa. TM es una mezcla de medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DME, GibcoBRL) complementada con suero de ternera al 10% (Hyclone). FM es una
mezcla de medio F-12 de Ham (GibcoBRL) y suero de Clon Fetal Il al 10% (Hyclone). Se utiliza NM para desarrollar
queratinocitos de NIKS. NM es una mezcla 3:1 de medio F-12 de Ham (GibcoBRL) y DME complementado con Clon
Fetal Il al 2,5% (Hyclone), 0,4 ug/ml de hidrocortisona (Calbiochem), 8,4 ng/ml de toxina de cdlera (ICN), 5 ug/ml de
insulina (GibcoBRL), 24 pug/ml de adenina (Sigma) y 10 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico (EGF, R&D
systems). PM es el medio utilizando cuando se siembran células NIKS sobre un equivalente dérmico. PM es el
mismo que NM excepto que se extrae GF, se complementa con CaCl, (Sigma) hasta una concentracion final de
calcio de 1,88 mM, y se afiade s6lo suero de Clon Fetal Il al 0,2%. SMA es el mismo que PM con la adicion de 1
mg/ml de albimina de suero bovino (BSA), 1 uM de isoproterenol, 10 uM de carnitina, 10 uM de serina, 25 uM de
acido oleico, 15 pM de acido linoleico, 7 uM de acido araquidénico, 1 uM de a-tocoferol, 0,05 mg/ml de acido
ascorbico (todos de Sigma), y 1 ng/ml de EGF. SMB se utiliza durante la fase de estratificacion epidérmica del
crecimiento del equivalente de piel STRATATEST y equivalente de piel STRATAGRAFT. SMB es el mismo que
SMA, pero sin la presencia del complemento de suero de Clon Fetal Il.

[0197] Preparacion de alimentadoras . Antes del inicio de los cultivos organotipicos del equivalente de piel
STRATATEST o el equivalente de piel STRATAGRAFT, se preparan células alimentadoras 3T3y, a continuacién, se
utilizan frescas o congeladas para el uso posterior. Las células 3T3 se desarrollan hasta la confluencia y se tratan
con mitomicina-C (4 ug/ml de mitomicina-C en TM, Roche) durante dos horas. A continuacion, las células se lavan,
resuspenden y emplacan a una densidad de 1,25 x 10° por placa de cultivo de tEdeO de 100 mm para soportar el
crecimiento de NIKS. Si se utilizan alimentadores congelados, se descongela una Unica ampolla congelada que
contiene 1 ml con 2,5 x 10°, se diluye con TM fresco y se emplaca sobre una o mas placas de cultivo de tejido de
100 mm. Esto se realiza para tantas placas como sea necesario para el crecimiento de células NIKS un dia antes de
emplacar las células NIKS.

[0198] Preparacion del equivalente dérmico . Se descongelan y emplacan células NHDF congeladas. Las células
se alimentan con FM el dia siguiente para eliminar el crioprotector residual y posteriormente mantener el crecimiento
celular. Las células NHDF preconfluentes se recogen para utilizar en el equivalente dérmico. Para preparar el
equivalente dérmico, se diluye primero el colageno de tendén de cola de rata (Tipo I, Becton-Dickinson) hasta 3
mg/ml en &cido acético 0,03N y se enfria en hielo. Se mezcla una mezcla de medio F12 de Ham concentrado (8,7X
fuerza normal, tamponado con HEPES a pH 7,5) con Clon Fetal Il. Estas dos soluciones son 11,5 y 10% del
volumen de solucion final. Se afiade NaOH 1 N a la mezcla del medio (2,5% de la solucion final). El colageno diluido
(74%) se anade a continuacion a la mezcla. A la mezcla se afiade un 2% en vqumen de fibroblastos suspendidos
(2,5 x 10° células/ml para el equivalente dérmico de STRATATEST y 1 X 10° para el equivalente dérmico de
STRATAGRAFT). La solucién se mezcla suavemente, pero no intensamente. Se coge una alicuota de 100 ul en los
insertos de cultivo de tejido (MILLICELL de Millipore Corp.), se colocan 25 en una placa de cultivo de tejido de 100
mm para STRATATEST. El equivalente de piel STRATAGRAFT utiliza los insertos TRANSWELL de Corning. Se
vierte un equivalente dérmico de 13 ml en cada inserto, haciéndolo aproximadamente tres veces el grosor de un
equivalente dérmico de STRATATEST. Después de 30 minutos para la formacién de gel, la placa que contiene los
equivalentes dérmicos de STRATATEST se bafia con 20 ml de FM. Se colocan una o dos gotas de FM en la
superficie de cada equivalente dérmico de STRATATEST. Para los equivalentes dérmicos de STRATAGRAFT, se
colocan 80 ml de FM alrededor del inserto TRANSWELL en una placa de cultivo de tejido de 150 mm y se colocan
10 ml en la parte superior del equivalente dérmico. Los insertos se colocan en una incubadora a 37C, CO; al 5%,
humedad relativa del 90%, hasta su uso. Un dia antes de sembrar los equivalentes dérmicos con células NIKS, se
levantan hasta la interfase con aire mediante su colocacion sobre una malla de acero inoxidable estéril con dos
almohadillas absorbentes (S&S Biopath) en la parte superior para suministrar el medio a través de la base del
inserto de cultivo de tejido.

[0199] Crecimiento y sembrado de NIKS. Las alimentadoras se preparan frescas o descongeladas y se emplacan

en TM un dia antes del emplacado de NIKS. Las células NIKS se emplacan sobre las alimentadoras a una densidad
de aproximadamente 3 x 10° células por placa de 100 mm. Si las células NIKS se descongelan de nuevo, se
alimentan con NM fresco un dia después del emplacado para eliminar el crioprotector residual. Las células NIKS se
alimentan con NM para mantener el crecimiento segun se requiera. Cuando las células se acercan ala conﬂuenua
las células NIKS se recogen, se cuentan y se resuspenden en PM. Se siembran 4,65 x 10° células NIKS/cm?® sobre
la superficie de los equivalentes dérmicos de MIILLICELL o TRANSWELL, que se han levantado a la interfase son
aire durante un dia. Las placas se alimentan con PM para bafiarse por debajo del levantador (“lifter”) metalico y se
vuelven a colocar en la incubadora. Dos dias después, los cultivos se alimentan con SMA. Después de dos dias
adicionales, los cultivos se alimentan con SMB y se transfieren a una incubadora con 75% de humedad, donde
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permanecen, mantenidos con alimentaciones adicionales de SMB, hasta su maduracién.
Ejemplo 9

[0200] Este ejemplo describe la preparacion de equivalentes dérmicos utilizando colageno 1 mg/ml. Brevemente, se
mezclaron 24 ml de medio F12 de Ham preparado a una concentracion 10X con 4,8 ml de H,O estéril, 2,4 ml de una
mezcla de penicilina/estreptomicina y 24 ml de Clon Fetal Il en un tubo cénico de 50 ml. Se diluy6é colageno de
tendon de cola de rata del Tipo | (1,46 ml) a 4,11 mg/ml con 1,881 ml de H,O estéril y 2,658 ml de acido acético al
0,05%. Se recogieron fibroblastos dérmicos humanos normales del cultivo y se resuspendieron a una densidad
celular de 10° y 10* células/ml. Se combinaron 0,815 ml de la mezcla que contenia el medio con 2,619 ml de
colageno diluido y 34 pl de fibroblatos a 10* células/ml. Se tomaron alicuotas de 116,5 pl de esta mezcla en insertos
de cultivo de tejido (25 de los cuales en una placa de Petri) y se dejaron gelificar durante 15 minutos a 37°C. Se
combinaron 0,815 ml adicionales de la mezcla que contenia medio con otros 2,619 ml de colageno diluido y 137 pl
de fibroblastos a 10° células/ml. Se tomaron alicuotas de 116,5 pl de esta mezcla en los insertos de cultivo de tejido
en la parte superior del gel previo y se dejaron gelificar durante 30 minutos.

[0201] A continuacidn, la placa de petri se bafié con 20 ml de medio FM y se incubd durante 5 dias. A continuacion,
se extrajo el FM y se aspir6 el liquido de las superficies de los equivalentes dérmicos. Las células NIKS se
recogieron utilizando procedimientos estandar, se resuspendieron a 2,345x10° células/ml en medio de emplacado
(PM). Se pusieron 150 pl de esta suspension en la superficie de cada equivalente dérmico y se dejaron incubar
durante 2 horas. A continuacion, los equivalentes dérmicos sembrados se bafiaron con 20 ml de PM. Después de
dos dias, los cultivos sumergidos se realimentaron con PM.

[0202] Después de dos dias mas, se extrajo el medio de la placa de petri, asi como de la superficie de los cultivos.
Los cultivos se airearon y se alimentaron con aproximadamente 30 ml de PM complementado hasta suero al 2%
cada 2 dias. Los cultivos se analizaron 14 dias después de sembrarse. Ninguno de los cultivos presentaba un
cubrimiento epidérmico completo del equivalente dérmico. De este modo, no fueron adecuados para la aplicacién
comercial.

Ejemplo 10

[0203] Este ejemplo describe la preparacién de equivalentes dérmicos utilizando colageno 3 mg/ml. Se mezclaron
4,785 ml de medio F12 de Ham preparado a una concentracion 10X con 0,946 ml de H,O estéril, 0,473 ml de una
mezcla de penicilina/estreptomicina, y 4,785 ml de Clon Fetal Il en un tubo cénico de 50 ml. Se mezclaron 4,6 ml de
esta mezcla de medio con 0,242 ml de H,O estéril y 0,289 ml de NaOH 1 N. Se mezclaron 0,92 ml de la mezcla con
3 ml de colageno de tenddn de cola de rata de Tipo | a 3,11 mg/ml. A ésta se le afiadieron 186 ml de una suspensién
de fibroblastos dérmicos humanos a 10° células/ml. Se colocaron 100 ml de esta mezcla en los insertos MILLICELL
(diametro de 1 cm) y se dejaron gelificar durante 30 minutos. A continuacion, la placa de petri se bafié con 20 ml de
medio FM y se dejé incubar. Después de 5 dias, se extrajo el FM y se aspird el liquido de las superficies de los
equivalentes dérmicos. Se recogieron las células NIKS™ utilizando procedimientos estandar, se resuspendieron a
2,345x10° células/ml en medio de emplacado (PM). Se colocaron 150 pl de esta suspension en la superficie de cada
dermis y se dejaron incubar durante 2 horas. Los equivalentes dérmicos sembrados se bafiaron a continuacién con
20 ml de PM. Después de dos dias mas, se extrajo el medio de la placa de petri (incluyendo la superficie de los
cultivos) y los cultivos se levantaron a la interfase con aire y se alimentaron con aproximadamente 30 ml del medio
de estratificacion cada 2 dias. Los cultivos se analizaron 14 dias después de sembrarse. Al completar el crecimiento
del cultivo, todos los cultivos presentaban un cubrimiento completo del equivalente dérmico con epidermis y
presentaban un aspecto liso y seco. De este modo, fueron muy aceptables para la aplicacion comercial.

Ejemplo 11

[0204] Este ejemplo de muestra los efectos beneficiosos del prelevantamiento (“prelifting”) del equivalente dérmico
antes de sembrar con queratinocitos. Se mezclaron 1,31 ml de medio F12 de Ham preparado a una concentracion
110X con 0,328 ml de H,O estéril, 0,148 ml de una mezcla de penicilina/estreptomicina y 1,472 ml de Clon Fetal Il en
un tubo cénico de 50 ml y se dividieron 1,63 ml (Citad) en un segundo tubo. Se mezclaron 2,92 ml de colageno de
tendén de cola de rata (4,11 mg/ml) con 3,764 ml de H,O estéril y 5,316 ml de acido acético al 0,05% para producir
colageno 1 mg/ml en acido acético al 0,05%. Se afiadieron 5,24 ml de colageno diluido a 1,63 ml de la mezcla de
medio. Se afiadieron y mezclaron suavemente 74 pl de células de fibroblastos dérmicos humanos con protocolos
estandar a una densidad celular de 10* células/ml. Se tomaron alicuotas de 116.5 ml de esta mezcla en insertos de
cultivo de tejido (25 a una placa de Petri) y se dejaron gelificar durante 15 minutos a 37<C. Se afadier on otros 5,24
ml de colageno a los segundos 1,63 ml de la mezcla de medio junto con 274 pl de fibroblastos a 10° células/ml. Se
afnadieron 116,55 pl a cada inserto en la parte superior de la primera capa de colageno gelificado. Se dejé gelificar
durante 30 minutos a 37°C. A continuacion, se bafiaron las placas de petri con 20 ml de FM, de manera que los
equivalentes dérmicos se podian sumergir maduros en el medio. Después de cuatro dias, se extrajo el medio de la
placa de petri (incluyendo de la superficie de los cultivos) y los cultivos se levantaron a la interfase con aire y se
alimentaron con aproximadamente 30 ml de FM. Los cultivos se dejaron en la incubadora en este estado durante la
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noche. A continuaciéon, se sembraron con 150 pl de queratinocitos NIKS recogidos del cultivo en monocapa
utilizando protocolos estandar a una densidad celular de 2,345 x 10° células/ml. Después de sembrar, los cultivos se
alimentaron con PM y se devolvieron a la incubadora. Dos dias después, los cultivos se alimentaron con SMA y cada
dos dias los cultivos se alimentaron con SMB durante un total de ocho alimentaciones. Al completar el crecimiento
del cultivo, todos los cultivos presentaban un cubrimiento completo del equivalente dérmico con epidermis y
presentaban un aspecto liso y seco. La histologia reveld que las muestras prelevantadas tenian aproximadamente el
mismo grosor que la dermis y la epidermis, y todas las capas estratificadas estaban presentes en la epidermis.

Ejemplo 12

[0205] Este ejemplo describe el efecto de prelevantamiento para toda la vida del equivalente dérmico. Se prepararon
cultivos exactamente como en el experimento satisfactorio indicado anteriormente, con la excepcion de que no se
sumergieron. Los geles se vertieron con los insertos de MILLICELL levantados a la interfase con aire y los
posteriores sembrado y alimentacién tuvieron lugar con los cultivos levantados. Al completar el crecimiento del
cultivo, uno de diez de los cultivos presenté un cubrimiento completo del equivalente dérmico con epidermis. Este
efecto es aparentemente debido, en parte, a la poca adherencia del equivalente dérmico a la base del inserto de
MILLICELL, ya que el equivalente dérmico se habia separado de los laterales en la mayoria de muestras. La
histologia indic6 que el grosor de las capas dérmica y epidérmica era muy variable. Asimismo, la estratificacion
epidérmica variaba desde bien diferenciada a sélo cubrimiento en monocapa que no era aceptable para el uso
comercial.

Ejemplo 13

[0206] Este ejemplo describe la optimizacién de un medio libre de suero que apoya la total estratificacion de
queratinocitos en cultivo organotipico que también da lugar a equivalentes de piel con una funcion de barrera
mejorada.

[0207] Se iniciaron los cultivos organotipicos mediante el emplacado de 350.000 células NIKS sobre un equivalente
epidérmico preparado previamente en un inserto MILLICELL de 10 mm. El medio utilizado para completar esta etapa
estaba comprendido de un medio base (mezcla 3:1 de medio F12 de Ham/medio Eagle modificado por Dulbecco
(DME), complementado con 24 ug/ml de adenina, 8,3 ng/ml de toxina de coélera, 5 pg/ml de insulina, 0,4 pg/ml de
hidrocortisona, 100 unidades/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, con concentracion final de calcio
ajustada hasta 1,88 mM a través de la adicién de CaCl,) complementado con Clon Fetal Il al 0,2%.

[0208] Dos dias después del emplacado, se suministraron los cultivos organotipicos con medio fresco para mantener
el crecimiento. Los cultivos se suministraron con medio base complementado con Clon Fetal Il al 0,2% o medio base
con constituyentes adicionales (albumina de suero bovino bajo en endotoxinas 1 mg/ml, factor de crecimiento
epidérmico 1 ng/ml, isoproterenol 1 pM, carnitina 10 pM, serina 10 pM, acido oleico 25 pM, acido linoleico 15 pM,
acido araquidénico 7 pM, a-tocoferol uM, y acido ascérbico 0,05 mg/ml) complementado con Clon Fetal Il al 0,2%.

[0209] Cuatro dias después del emplacado, y para el resto del experimento, los cultivos organotipicos se
suministraron con una de seis formulaciones de medios. Los cultivos que habian recibido previamente medio base
complementado con Clon Fetal al 0,2% se suministraron con medio base sin complemento de Clon Fetal Il, o0 medio
base complementado con Clon Fetal Il al 0,2%, o medio base complementado con Clon Fetal Il al 2%. Los cultivos
gue habian recibido previamente medio base con constituyentes adicionales complementado con Clon Fetal Il al
0,2%, se suministraron con medio base con constituyentes adicionales sin complemento de Clon Fetal Il o medio
base con constituyentes adicionales complementados con Clon Fetal al 0,2%, o medio base con constituyentes
adicionales complementados con Clon Fetal Il al 2%.

[0210] Se utilizaron tres criterios para evaluar el impacto de las formulaciones de los medios. Se utilizé la inspeccion
visual para determinar el grado de cubrimiento de la superficie celular contigua. Las lecturas de la medicion de la
impedancia se utilizaron para medir la funcién de barrera resultante de los cultivos. La viabilidad de la exposicion
posterior del tejido a SDS al 0,1% se utiliz6 como una evaluacion préactica de la funcion de barrera. Para todos los
criterios, los cultivos organotipicos mantenidos en medio base con constituyentes adicionales tuvo un mejor
rendimiento que el medio base sin constituyentes adicionales. La exclusién de suero no dificultaba la accién de los
cultivos organotipicos, siempre que se suministraran constituyentes adicionales.

LISTADO DE SECUENCIAS

[0211]

<110> Comer, Allen

Allen-Hoffmann, Lynn

Hoffmann, Michael

<120> Sustitutos de piel mejorados y usos de los mismos
<130> Strata-07021 -
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<160> 3

<170> Patentln version 3.0

<210>1

<211> 2908

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400>1
gacgccaaga gagcgagcgce ggctccggge gcgcggggag cagaggeggt ggcgggcegge 60
gggggcaccc ggagccgccg agtgccecte ccecgececte cagecoccca cccaggaace 120
cgcccgtgac ccgcegcccat ggcocgegege acccggtaca gtccccagga ctecgcacce 180
cgegecacceg teccagetcoge agtteccgcge caccgeggec attctcacct ggoggogecg 240
cccgcocaceg cccggaccac agcecccgcg ccgcecgacag ccacagtggc cgcgacaacg 300
gtgggggaca ctgctgagtc caagagcgtg cagcctggcc atcggaccta cttatctgee 360
ttgctgattg tctattttta taagagttta caacttttct aagaattttt gtatacaaag 420
gaactttttt taaagacatc gccggtﬁtat attgaatcca aagaagaagg atctecgggea 480
atctgggggt tttggtttga ggttttgttt ctaaagtttt taatcttcegt tgactttggg 540
gctcaggtac ccctctetet tecttcecggact ccggaggacce ttctgggccc ccacattaat 600
gaggcagcca cctggcgagt ctgacatgge tgtcagegac gctetgetee cgtecttcte 660
cacgttcgeg tccggceccgg cgggaaggga gaagacactg cgtccagcag gtgecccgac 720
taaccgttygg cgtgaggaac tctctcacat gaagecgactt cecccacttec ceggecgece 780
ctacgacctg geggogacgg tggecacaga cctggagagt ggeggagetg gtgcagettg 840
cagcagtaac aacccggccc tcctagocceg gagggagacc gaggagttca acgacctect 500
ggacctagac tttatcecttt ccaactcget aacccaccag gaatcggtgg ccgeccaccegt 960
gaccaccteg gegtecagett catectogte ttecceggeg agcageggee ctgccagege 1020
gcecctecace tgcagctteca gectatccgat cecgggeeggg ggtgacccgg gogtggetge 1080
cagaaacaca ggtggagggc tcctctacag ccgagaatict gegecacctc ccacggeccc 114;
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cttcaacctg
gcggcecggag
gctgatggge
ccctteggte
gccctacage
ctgeacggtc
ccaccggeocce
tacactgagt
cccaggatte
gtcacaagtec
ggagcccaag
ttgtgactat
gcgaacteac
cgcececgetce
gtgccagaag
gcacttttaa
ttttttttet
tacaatcatg
gaétccaaga
Cccaagaaaaa
caataccaaa
tttgtggata
ccettgaatt
ccttettaaa
aacatgttcect
cgggggagcce
ttccgatcta

tttatgcaga

ttattcccaa

aataaatatg

ggggacatca
ttggacccag
aagtttgtgce
atcagtgtta
ggtggcccge
agccggtccc
aacacacacg
cccgaggaac
catccccatce
cectectetee
ccaaagaggg
gcaggctgtg
acaggcgaga
gatgaactga
tgtgacaggg
atcccacgta
aaccttteac
gtcaagttce
gacaaaacag
aaaatcacag
tccaacttga
tcagggtata
gtgttteocgat
aaaaaaaagc
aacagcectaa
aaagttctcc
cattgatgac

cagtctgtta

gtatgecttt

taatataaat
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atgacgtgag
tatacattcc
tgaaggecgtc
gcaaaggaag
cgcgcatgtg
tagaggccca
acttecececcet
tgectgaacag
cgggggccaa
attatcaaga
gaagaaggtc
gcaaaaccta
aaccttacca
ccaggcacta
ccttttecag
gtggatgtga
actgtcttee
cagcaagtca
aaatactaaa
aacagatggg
acatgcccgg
cactaaatca
gatgcaatac
cattattgtg
atgatggtge
aactgctgca
ctaagccagg

tgcactgtgg

aagcagaaca

ttaaccca

ccecteggge
gccacagcag
tctgaccacc
cccagacgge
ccccaagatt
tttgagcgct
ggggcggeag
cagggactgt
ctaccctect
gctecatgeca
gtggecccgyg
taccaagagt
ctgtgactgg
cegcaaacac
gtcggaccac
cccacactgce
0809599993
gettgtgaat
aacaaacaaa
gtctgatact
acttacaaaa
gtgagcttgg
acacgtaaag
teggaggaag
ttggtgagtt
tacttttgac
taaataagcce

tttcagatgt

aatgtgtttt

38

ggettegtgg
cctcagccge
cctggcagcg
agccacccecg
aagcaagagg
ggaccccage
cteceocecacceca
caccctggece
tteectgcecag
cegggttect
aaaagaacag
tctcatctca
gacggctgtg
acagggcacc
cttgccttac
caggagagag
ggagcccage
ggataatcag
caaaaaaaca
ggatggatct
tgccaagggg
ggggagggaa
atcaccttgt
aggaagcgat
gtggtcctaa

aaggaaaatc

‘tggtttattt

gcaataattt

tctatatagt

ctgagctect
caggtggggg
agtacagcag
tggtagtggce
cggtccecgte
tcagcaacgg
ggactaceccee
tgcetettee
accagatgca
gecetgecaga
ccacccacac
aggcacacct
ggtggaaatt
ggecctttcea
acatgaagag
agttcagtat
tggcaagcge
gagaaaggaa
aacaaaaaaa
tetatcattc
tgactggaag
gaccaggatt
atgectctttg
tcaggtacag
aggtaccaaa
tagttttgtc
ctgtaacatt

gtacaatggt

tccttgecett

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2540
2700
2760

2820

2880

2908
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<210> 2
<211> 2639
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2
tcgaggegac

accggaccta
acttttgtat
aagaaggatc
ctttggggtt
taatgaggca
tctccacgtt
cgaataaccg
geccgeccecta
gtgcggettg

acgatctcct

tggcegccac

gcectgeecag
cgggegtgge
ctecegacgge
tggccgagcet
cgccaggtgg
gcgagtacgg
cggtggtggt
aggcggtcte
cggctgcaca
gtcttgagga

tccatceccea

cgcgacagtg

cttactcgecc

acaaaggaac

tcggccaatt
caggtgcccc
gccacctggce
cgcgtctgge
ctggcgggag
tgacctggceg
cggcggtagce
ggacctggac
cgtgtccteg
cgegeectee
gccgggcgge
teccttecaac
cctgecggcca
cgggctgatg
cagcccgtcg
ggcgccectac
ttegtgecace
cgacttececec
agtgctgagc

cccggggecece
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gtgggggacg
ttgctgattg
tttttaaaaa
tggggttttg
agctgcttcg
gagtctgaca
ccggcgggaa
gagctctccce
gcggegaccyg
aacctggcge
tttattctct
tcagecgtecag
acctgcaget
acgggcggag
ctggcggaca
gaattggace
ggcaagtteg
gtcatcageg
aacggcggge
cacttgggcg
ctggggeggce
agcagggact

aattacccat

ctgctgagtg
tctatttttg
agacgcttcc
ggttttgget
ggctgecgag
tggctgtcag
gggagaagac
acatgaagcg
tggccacaga
ccctaccteg
ccaattcget
cctectette
tcacctatcc
gcctecteta
tcaacgacgt
cggtgtacat
tgctgaaggce
tcagcaaagg
cgcecgegeac
ctggaccecce
agctccccag
gtcaccctge

ccttectgee

39

gaagagagcg
cgtttacaac
aagttatatt
tcgtttctte
gaccttctgg
cgacgcgetg
actgcgtcaa
acttcececcca
cctggagagce
gagagagacc
gacccatcct
gtecgtcogeeg
gatccgggece
tggcagggag
gagccceteg
tecgecgeag
gtecgctgage
cagccctgac
gtgcecccaag
tctcagcaat
caggactacc
cctgecegett

cgatcagatg

cagcccggec
ttttctaaga
taatccaaag
tcttegttga
gceccccacat
ctecececatcett

gcaggtgcce

gtgetteccocg

ggcggagccg
gaggagttca
ccggagtcag
tcgagcageg
gggaacgacc
tcegetcecec
ggecggcttceg
cagccgcage
gccecctggea
ggcagccacc
atcaagcagg
ggccaccgge
ccgaccctgg
cctecegget

cagccgcaaqg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380
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tececcgeecgcet
agccaaagag
acgcgggctg
acacaggtga
cagatgaact
aatgcgaccg
aaatcccaga
tcacactgte
gttcccaact
aaaatcaaag
acttgaatat
ggtataéatt
tgatgcaata
tatgatgtta
tgatggtgcet
actgctgcat
aagtcaggta
actgtggttt
agaacaaatg
gcaaacgtct

gtattttgea

<210> 3
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> sintético
<400> 3

ccattaccaa
gggaagacga
cggcaaaacc
gaa;ccttac
gaccaggcac
agcattttcc
cagtggatat
ttcecgatga
gagtcatctt
aacagatggg
tcectggactt
atatccgtga
taagcataaa
gaagaagagg
tggtgagtct
actttgacaa
atatacctgg
cagatgtgca
tgtttttecta
atcttgtata

tactcaaggt

gagaaggagg cgtggccaac 20
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gagctcatge
tcgtggecece
tacacaaaga
cactgtgact
taccgtaaac
aggtcggacc
gacccacact
gggaaggagc
gtgagtggat
gtctgtgact
acaaaatgcc
gttgggggag
agatcacctt
aagaaatteca
tggttctaaa
ggaaaatcta
tttacttctt
ataatttgta
tatagttcct
tttgtaaact

gagaattaag

cacceggtte
ggaaaaggac
gttcccatct
gggacggctg
acacggggca
acctcgectt
gccagaagag
ccagccagaa
aatcaggaaa
ggatcttcta
aagggggtga

ggaagaccag

gtattectett
ggtacagaaa
ggtaccaaac
tatttgtctt
tagecattttt
caatggttta
tgccttaata
acaaagtaaa

ttttaaataa

40

ctgcatgcca
cgccacccac
caaggcacac
tggatggaaa
ccgcccgttce
acacatgaag
aattcagtat
agcactacaa
aatgaggaat
tcattccaat
ctggaagttg
aattcccttg
taﬁcttctaa
acatgtttaa
aaggaagcca
ccgatcaaca
atgcagacag
ttcccaagta
aatatgtaat
atgaacattt

acctataata

gaggagccca
acttgtgatt
ctgcgaaccce
ttcgeceeget
cagtgccaaa
aggcattttt
tttttacttt
tcatggtcaa
ccaaaagaca
tetaaatceeg
tggatatcag
aattgtgtat
%agccattat
atagcctaaa
aagttttcaa
tttatgacct
tetgttatge
tgccttaage
ataaatttaa
tgtggagttt

ttttatctg

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2639
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REIVINDICACIONES

1. Composicion que comprende un cultivo humano derivado in vitro de queratinocitos que se ha estratificado en
epitelio escamoso (equivalente de piel), teniendo dicho equivalente de piel una capacitancia eléctrica de superficie
de 40 a 240 pF, medida como la diferencia en la lectura sobre un intervalo de 10 segundos, y en la que el contenido
combinado de las ceramidas 5, 6, y 7 en dicho equivalente de piel es del 20 al 50% del contenido total de ceramida,
en la que dichos queratinocitos son Células de Queratinocitos Inmortalizadas Casi Diploides.

2. Composicién, segun la reivindicacion 1, teniendo dicho equivalente de piel humano una capacitancia eléctrica de
superficie de 80 a aproximadamente 120 pF.

3. Composicion, segun la reivindicacion 1 6 2, en la que el contenido de ceramida 2 en dicho equivalente de piel es
de aproximadamente 10 al 40% del contenido total de ceramida.

4. Composicion, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, comprendiendo dichas Células de Queratinocitos
Inmortalizadas Casi Diploides una construccion génica informadora sensible a irritante.

5. Composicién, segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para utilizar en la cicatrizacion de heridas y/o el
tratamiento de quemaduras de un paciente que sufre una herida.

41
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Figura 1. Secuencia de ARNm de KIf4 de ratén (SEQ ID NO: 1)
1 gacgocaaga gagogagege ggctoocggge gogeggggag cagaggeggt ggogggegge

61
121
181
241
30l
36l
421
481
541
601
661
721
781
B4l
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1581
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881

gggggcaccee
cgoeccgtgac
cgcgecaccyg
coogocaccg
gtgggagaca
ttgctgattg
gaactttttt
atctgggagt
gcteaggtac
gaggecagcca
cacgttcgeg
taaccgkbtgg
ctacgacctg
cagcagtaac
ggacctagac
gaccacctcg
gocctecace
cagaaacaca
cttcaacctg
gcggcecggagy
gctgatgggce
cectteggto
geccoctacagce
ctgeacggte
ccaccggccc
tacactgagt
ceccaggatkc
gtcacaagte
ggagcccaag
ttgtgactat
gcgaactcac
cgceoogotac
gtgccagaag
gocacttttaa
tettttttct
tacaatcatg
gagtccaaga
ccaagaaaaa
caataccaaa
tttgtggata
ccottgaatt
cctitcttaaa
aacatgttct
cgggggagec
ttocgateta
tttatgcaga
ttatteccaa
aataaatatg

ggagcegeeg
cogogoccat
tecagctogco
ccoggaccac
ctgekgagto
tetatkttta
taaagacatc
ttbggtttga
cectotetet
cctggcgagt
teocggoecgg
cgbtgaggaac
gcggcgacgyg
aaCCcggocc
tttatcettt
gegtcageket
tgcagcttca
ggtggagggc
ggggacakca
ttggacccag
aagktttgtgc
atcagtgtta
ggtggccege
agocoggtoco
aacacacacg
coogaggaac
catcocccato
cocctetetec
Cccaaagaggg
gecaggctgtyg
acaggcgaga
gatgaactga
tgtgacagag
atcccacgta
aaccttbcac
gtcaagttce
gacaaaacag
aaaatcacag
teccaacttga
tcagggtata
gtgtttcgat
aaaaaaaagc
aacagcctaa
aaagttctec
cattgatgac
cagtctgtta
gtatgocttt
taatataaat

agtgcoccte
ggccgegogo
agttcogege
agcceoogeg
caagagcgtg
taagagttta
gceggtttat
ggttttgktt
tetteggact
ctgacaktgge
<gggaaggga
tctetcacat
tggccacaga
tocctagecoyg
ccaactcgcet
catcetegte
gctatccgat
tcctetacag
atgacgtgag
tatacattcoc
tgaaggcgtc
gcaaaggaag
cgcgceatgtg
tagaggccca
acttcoeoect
tgctgaacag
cgggggccaa
attatcaaga
gaagaaggtc
gcaaaaccta
aaccttacca
ccaggcacta
cctttteocag
gtggatgtga
actgtettdo
cagcaagtca
aaatactaaa
aacagatggyg
acatgecoogg
cactaaatca
gatgcaatac
cattattgtg
atgatggtgce
aactgctgca
ctaagccagg
Egcactgtgg
aagcagaaca
ttaaccca

42

ccegeeecte
acccggtaca
caccgoeggoc
ccgoogacag
cagcctggoeo
caactttbct
attgaatcca
ctaaagtttt
cecggaggacc
tgtcagecgac
gaagacactg
gaagcgactt
cckggagagt
gagggagacc
aacccaccag
ttecocoeoggeg
ccgggecggyg
cagagaatet
ccoccteggge
gccacagcag
tctgaccacce
cccagacggo
ccccaagatt
tttgageget
ggggcggeag
cagggactgt
ctacccteck
gctoatgoca
gtggecccegg
taccaagagt
ctgtgactgg
cCcgcaaacac
gtcggaccac
cccacactgco
cacgagggga
gettgtgaat
aacaasacaaa
gtctgakact
acttacaaaa
gtgagcttgg
acacgtaaag
tcggaggaag
ttggtgagtt
tacttttgac
taaataagcocc
ttteaqgatkgt
aatgkgtttt

cagoccocca
gtccoccagga
attctcacct
ccacagtggc
atecggaccta
aagaattttt
aagaagaaqg
taatcttegt
ttctgggeoeco
gctcegeoteco
cgteccageag
cccoccactte
ggcggagetg
gaggagttca
gaatcggtgg
agcagcggec
ggtgaccegg
gogecaccte
ggcttogtgyg
cctcagoeqgo
cctggoagog
agocacccog
aagcaagagyg
gaaccacagc
ctccecacca
caccctggee
ttcctgocag
cegggttoct
aaaagaacag
tctecatctea
gacggctgktg
acagggcacc
cttgecttac
caggagagag
ggagcccageo
ggataatcag
caaaaaaaca
ggatggatct
tgccaagggg
ggggagggaa
atcaccttgt
aggaagogat
gtggtcctaa
aaggaaaatc
tggtttattt
gcaataattt
toctatatagt’

cccaggaacc
ctoogceacce
ggcggegeay
cgcgacaacy
cttatctgoc
gtatacaaag
akctecgggca
tgactttggg
ccacattaat
cgtcetkete
gtgccccgac
ccggoecgcoo
gtgcagcttg
acgacctoct
cogccacegt
ctgecagoge
gcgtggetge
ccacggecoc
ctgagctcect
caggtgggag
agtacagcag
tggtagtggce
cggteeccgte
tcagcaacgg
ggactaccco
Egectecttcoeo
accagatgra
goctgocaga
Ccacccacac
aggeacacct
gatggaaatkt
ggceoctttca
acatgaagag
agttoagtat
tggcaagcge
gagaaaggaa
aacaaaaaaa
tctatcatte
tgactggaag
gaccaggathc
atgctectttg
tcaggtacag
aggtaccaaa
tagtttcgtce
ctgtaacatt
gtacaatggt
tcocttgoete



ES 2457092 T3

Figura 2. Secuencia de ADNc para Gkif4 humana (SEQ ID NO: 2)

ltecgaggegac cgcgacagtg gtgggggacg ctgetgagtg gaagagageg cagcccggoc
61 accggaccta cttactcgoe tigetgattg teotattttbg cgtttacaac ttttctaaga

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
‘201
5el
1021
logl
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
i681
1741
1801
1861
1521
1581
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581

actttegtat
aagaaggatc
ctttggggtt
taatgaggca
tctceacgtt
cgaataaccg
gcogecceta
gtgcggettg
acgatctect
tggeocogecac
gccckgecag
cgggegtgge
ctcecgacgge
tggcogaget
cgccaggtgg
gcgagtacgg
cggtggtagt
aggecggtcte
cggctgeaca
gtcttgagga
tccatceocoea
tccegecget
agccaaagag
acgcgggcetg
acacaggtga
cagatgaack
aatgcgaccg
aaatcccaga
tcacactgtc
gttecccaact
aaaatcaaag
acttgaatat
ggtataaatt
tgatgcaata
tatgatgtta
tgatggtget
actgctgeat
aagtcaggta
actgtggttt
agaacaaatg
gcaaacgtct
gtattttgca

acaaaggaac
tecggecaatt
caggktgccec
gccacctgge
cgcgtetgge
ctggegggag
tgacctggcg
cggeggtage
ggacctggac
cgtgtecteg
cgegeececteoe
gcegggcgace
tcccttecaac
coctgeggeca
cgggctgatg

cagccegbcg
ggcgceoctac
ttocgtgcacc
cgacttecce
agtgctgage
ccocggggocc
ccattaccaa
gggaagacga
cggcaaaacc
gaaaccttac
gaccaggcac
agcattttec
cagtggatat
ttcoccgatga
gagtcatett
aacagatggg
tecctggactt
atatccgtga
taagcataaa
gaagaagagg
tggtgagtet
actttgacaa
atatacctgg
cagatgtgca
tgtttttcta
attttgtata
tactcaaggt

tttttaaaaa
tggggttttg
agcbgcttog
gagtckgaca
ccggegggaa
gagctctece
gcggcgaccy
aacctggege
tttatteoctet
tcagcgtcag
acctgcaget
acgggcggag
ctggcggaca
gaattggacc
ggcaagttog
gtcatcagcg
aacggcgggc
cacttgggoy
ctggggcggc
agcagggact
aattacccat
gagctcatgc
tegtggecce
tacacaaaga
cactgtgact
taccgtaaac
aggteggaca
gacccacact
gggaaggagc
gtgagtggat
gtctgtgact
acaaaatgecc
gttgggggag
agatcacctt
aagaaattca
tggttctaaa
ggaaaatcta
tttacttectt
ataatttgta
tatagttcct
tttgtaaact
gagaattaag

agacgctteco
ggttttggct
ggctgcegag
tggctgtcag
gggagaagac
acatgaageg
tggccacaga
cactacctcg
ccaattcgcect
cctectette
tcacctatee
gectockcka
tcaacgacgt
cggtgtacat
tgotgaagge
tcagcaaagg
cgccgegcac
ctggacceec
agctocoeocag
gtcaccectge
ccttectgee
caccecggttc
ggaaaaggac
gttececcatct
gggacggctg
acacggggcea
accceogectt
gccagaagag
ccagccagaa
aatcaggaaa
ggatcttecta
aagggggtga
ggaagaccag
gtattetett
ggtacagaaa
ggtaccaaac
tatttgtett
tagcattttt
caatggttta
tgccttaata
acaaagtaaa
ttttaaataa

43

aagkttatatt
tcgttitctkte
gaccttctgg
cgacgcgetg
actgegtcaa
acttcocceoca
cctggagagc
gagagagacc
gacccatecct
gtcgteogeeg
gatcogggece
tggcagggag
gagcccctcg
tcegecgeoag
gtcgeckbgage
cagccctgac
gtgccccaag
tctcagcaat
caggactacc
cctgocgott
cgatcagatg
ctgcatgcca
cgocaccoac
caaggcacac
tggatggaaa
ccgcecogtte
acacatgaag
aattcagtat
agcactacaa
aatgaggaat
tcattccaat
ctggaagkttg
aattcecttg
tacecttectaa
acatgtttaa
aaggaagcca
ccgatcaaca
atgcagacag
ttcceaagta
aatatgtaat
atgaacattt
acctataata

taatccaaag
tcttcgtiga
gcccceacat
ctccecatett
gcaggtgccoc
gtgctteceg
ggcggagceg
gaggagttca
ccggagtcag
tocgagragocg
gggaacgacc
tcegetocee
ggcggctteg
cagcecgcage
gecoctggeoa
ggcagccaco
atcaagcagg
ggccacogge
ccgaccetgg
ccteoecggcot
cagccgcaag
gaggagccca
actkgtgatt
ctgcgaacce
ttecgecoget
cagtgccaaa
aggcattttt
tbtttacktt
tcatggtcaa
ccaaaagaca
tctaaatoccg
tggatatcag
aattgtgtat
aagcocattat
atagcctaaa
aagttttcaa
tttatgacct
tctgttatge
tgeettaage
ataaatttaa
tgtggagttt
ttttatctg
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IL-1 alfa

400 -
350 -
300 -
250 -
200 -
150 -
100 A
50 -
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Figura 3
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LR

0

0.10%

Concentracion de SDS

0.20%
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