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DESCRIPCION
Estructura tridimensional de tejido
Campo de la técnica

La presente invencién se refiere a una estructura tridimensional aplicable al corazéon como se define en las
reivindicaciones y, mas particularmente, a una estructura tridimensional aplicable al corazén que comprende células
derivadas de partes de un adulto distintas al corazén. La presente invencién también se refiere a un método para
producir dicha estructura tridimensional.

Técnica anterior

El infarto de miocardio es una lesion irreversible (Ho K.K., Anderson K.M., Kannel W.B., Grossman W., Levy D.,
Circulation, 1993; 88: 107-115). Las cardiopatias isquémicas son la causa de muerte responsable del 50 % de todas
las muertes relacionadas con el sistema cardiovascular y la principal causa de insuficiencia cardiaca congestiva. La
mortalidad a 1 afio observada en pacientes en los que se ha diagnosticado insuficiencia cardiaca congestiva y, en
Ultima instancia, mueren por cardiopatia cronica es del 20 % (American Heart Association, Dallas, Tex: American
Heart Association; 2001). La mayoria de las terapias disponibles en la actualidad para los clinicos mejoran
significativamente el pronodstico de los pacientes que sufren un infarto agudo de miocardio. La angioplastia y los
agentes tromboliticos puede eliminar la causa del infarto agudo de miocardio, aunque el periodo de tiempo desde el
inicio de la oclusion hasta la reperfusion determina el grado de lesion irreversible en el miocardio (Ryan T.J., Antman
E.M., Brooks N.H., Califf P.M., Hillis L.D., Hiratzka L.F., Rapaport E., Riegel B., Russell R.O., Smith E.E. lll Weaver
W.D., Gibbons R.J., Alpert J.S., Eagle K.A., Gardner T.J., Garson A. Jr., Gregoratos G., Ryan T.J., Smith S.C. Jr., J.
Am. Coll. Cardiol., 1999; 34: 890-911). Ningun agente farmacéutico o tratamiento usado clinicamente tiene eficacia
sobre la sustitucion de las cicatrices en el miocardio por tejido de contraccion funcional. Existe la demanda de una
nueva terapia para regenerar los cardiomiocitos normales.

Se ha propuesto la cardiomioplastia como método quirdrgico para mejorar la funcién del ventriculo izquierdo (VI) de
un paciente que sufre insuficiencia cardiaca congestiva, no obstante el efecto de la misma sobre la funcién cardiaca
sigue sin estar claro (Corin W.J., George D.T., Sink J.D. et al., J. Thorac. Cardiovasc. Surg., 1992, 104:1662-1671;
Kratz J.M., Johnson W.S., Mukherjee R. et al., J. Thorac. Cardiovasc. Surg., 1994, 107:868-878; Carpentier A.,
Chachques J.C., Lancet, 1985, 8840:1267; y Hagege A. A., Desnos M., Chachques J.C. et al., Preliminary report:
follow-up after dynamic cardiomyoplasty, Lancet, 1990, 335:1122-1124). Recientemente, se ha propuesto la
implantacién de un injerto de corazén modificado biolégicamente, donde se usa un armazén biodegradable, como
otro nuevo abordaje. No obstante, el injerto apenas se fija al miocardio, lo que tiene como resultado el menos
beneficio posible para la mejora de la funcién cardiaca (Leor J., Etzion S.A., Dar A. et al., Circulation, 2000; 102
[suppl. ] NI-56-111-61; y Li R.K., Jia Z.Q., Weisel R.D. et al., Circulation, 1999; 100 [suppl I1]: 11-63-11-69). La
integracion histolégica y eléctrica del tejido cardiaco modificado biolégicamente y un corazén receptor puede ser
crucial para la regeneracion del miocardio dafiado.

Cabe esperar que el reciente desarrollo de la ingenieria de tejidos haga posible la produccion de un tejido cardiaco
funcional usando una nueva técnica donde laminas celulares se estratifican tridimensionalmente sin ningun sustituto
biodegradable para matrices extracelulares (MEC) (Okano T., Yamada N., Sakai H., Sakurai Y., J. Biomed. Mater.
Res., 1993; 27:1243-1251). En esta nueva técnica, tanto la adhesion intracelular como las proteinas de adhesion
dentro de una monocapa celular cultivada de forma confluente se mantienen completamente. La MEC enddgena que
soporta una lamina celular cuya parte de base se ha recogido mediante un método de recogida (Kushida A., Yamato
M., Konno C., Kikuchi A., Sakurai Y., Okano T., J. Biomed. Mater. Res., 45:355-362, 1999) desempefia un papel
importante como factor de adhesion para la integracion en el corazon receptor. Adicionalmente, la lamina de
cardiomiocitos es una construccion de corazén 3-D pulsatil que transmite electricidad (Shimizu T., Yamato M.,
Akutsu T. et al., Circ. Res., Feb 22, 2002, 90(3):e40). No obstante, se desconoce si las laminas de cardiomiocitos
conservan o no sus funciones después de su implantacion in vivo.

El reciente progreso en la ingenieria de tejidos tiene el potencial de proporcionar un tejido funcional implantable que
comprende varias células y una matriz extracelular.

La implantacion de érganos (por ejemplo, corazén, vaso sanguineo etc.) usando un tejido exdgeno se ve impedida
principalmente por rechazos inmunolégicos. Los cambios que se producen en aloinjertos y xenoinjertos se
describieron por primera vez hace 90 o mas afios (Carrel A., 1907, J. Exp. Med. 9:226-228; Carrel A., 1912, J. Exp.
Med. 9:389-392; Calne R.Y., 1970, Transplant Proc. 2:550; y Auchincloss 1988, Transplantation 46:1). El rechazo a
los injertos arteriales conduce patolégicamente a un aumento de tamafio (hasta la rotura) u oclusion de los injertos.
El primero esta causado por la descomposicion de matrices extracelulares, mientras que el ultimo se debe a la
proliferacion de células en un vaso sanguineo (Uretsky B. F., Mulari S., Reddy S., et al., 1987, Circulation 76:827-
834). Dichos injertos a menudo estan hechos de materiales no biolégicos que producen efectos adversos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 535087 T3

Recientemente, la implantacion celular ha atraido la atencién como terapia usando material biolégico. No obstante,
la implantacion de mioblastos humanos en el corazén infartado tiene los siguientes inconvenientes: 1. Dafios y
pérdida de células de implantacion; 2 lesion tisular del corazén receptor durante la implantacion; 3. eficiencia de
suministro tisular en el corazén receptor; 4. aparicion de arritmia; 5. dificultades para tratar la totalidad del sitio
infartado; y similares. Por tanto, no se puede decir que la implantacion de células tenga mucho éxito.

Se han desarrollado laminas derivadas de miocardio. Normalmente se requiere miocardio autélogo para la lamina
derivada de miocardio en vista de las reacciones inmunoldgicas. Por tanto, las aplicaciones de la lamina son
limitadas.

El resumen y la presentacion en la reunién de Memon IA en 2003 se refieren a laminas de mioblastos autélogos que
regeneran el miocardio alterado.

La publicacion de Memon IA en el Circulation Journal en 2003 informa que una lamina de mioblasto de ingenieria
tisular mejora el rendimiento cardiaco.

De acuerdo con lo anterior, existe una gran demanda de un tejido protésico, una estructura tridimensional o una
lamina capaz de aguantar las operaciones de implantacion, usandose en operaciones reales y produciéndose
mediante cultivo.

Divulgacion de la invencion

Un objeto de la presente invencion es proporcionar un tejido o lamina protésico capaz de aguantar las operaciones
de implantacién, usandose en las operaciones reales y produciéndose mediante cultivo. Otro objeto de la presente
invencion es proporcionar una nueva terapia, que es una alternativa a la terapia celular. La presente invencion esta
dirigida particularmente a la produccion de un tejido protésico que comprende células derivadas de otras partes
distintas al miocardio, que pueden aguantar operaciones de implantacion.

Los objetos descritos anteriormente de la presente invencidn se consiguen proporcionando una estructura
tridimensional que comprende células derivadas de partes distintas al miocardio. Los objetos de la presente
invencion se consiguieron parcialmente encontrando que cultivando las células en condiciones de cultivo
especificas, las células se organizan inesperadamente en un tejido y el tejido protésico resultante es capaz de
desprenderse de las placas de cultivo.

La presente invencién también se consiguié hallando inesperadamente que una estructura tridimensional que
comprende células derivadas de otras partes distintas al miocardio puede funcionar de un modo similar al del
miocardio.

Por tanto, la presente invencién proporciona lo siguiente:

1. Una estructura tridimensional aplicable al corazén, que comprende una célula madre mesenquimatosa
derivada de una parte distinta al miocardio de un adulto.
donde la estructura tridimensional se puede obtener mediante un método que comprende las etapas de:

a) cultivar la célula madre mesenquimatosa derivada de la parte distinta al miocardio de un adulto sobre un
soporte de cultivo celular injertado con una macromolécula respondedora a la temperatura que tiene una
temperatura de solucion critica limite superior o una temperatura de solucién critica limite inferior con el agua
de 0°C a 80 °C.

b) fijar una temperatura media del cultivo a la temperatura de la solucion del limite superior o mas o a la
temperatura de la solucién del limite inferior o menos; y

c) desprender la célula cultivada como una estructura tridimensional.

2. La estructura de acuerdo con el punto 1, donde la célula deriva de un sujeto, aplicandose la estructura al
sujeto.

3. La estructura de acuerdo con el punto 1, donde la célula no deriva de un sujeto, aplicandose la estructura al
sujeto.

4. La estructura de acuerdo con el punto 1, donde la célula derivada de una parte distinta al miocardio es una
célula no derivada del corazon.

5. La estructura de acuerdo con el punto 1, en la aplicabilidad al corazén incluye la aplicabilidad al miocardio.

6. La estructura de acuerdo con el punto 1, que comprende una lamina de células en monocapa.
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7. La estructura de acuerdo con el punto 1, que comprende una lamina de células en multicapa.
8. La estructura de acuerdo con el punto 7, donde la lamina de células en multicapas tiene conexion bioldgica.

9. La estructura de acuerdo con el punto 8, donde la conexién bioldgica se selecciona del grupo que consiste en
la conexién mediante la matriz extracelular, la conexion eléctrica y la conexidn sin armazon.

10. El medicamento, que comprende una estructura tridimensional de acuerdo con uno cualquiera de los puntos
1a9.

11. El medicamento de acuerdo con el punto 10 para su uso en un método de tratamiento de una enfermedad o
trastorno seleccionado del grupo que consiste en insuficiencia cardiaca, cardiopatia isquémica, infarto de
miocardio, miocardiopatia, miocarditis, miocardiopatia hipertréfica, miocardiopatia hipertréfica en fase dilatada y
miocardiopatia dilatada.

12. Un método para producir una estructura tridimensional aplicable al corazén, que comprende una célula
madre mesenquimatosa derivada de una parte distinta al miocardio de un adulto, comprendiendo el método las
etapas de:

a) cultivar la célula madre mesenquimatosa derivada de la parte distinta al miocardio de un adulto sobre un
soporte de cultivo celular injertado con una macromolécula respondedora a la temperatura que tiene una
temperatura de solucion critica limite superior o una temperatura de solucién critica limite inferior con el agua
de 0°C a 80 °C.

b) fijar una temperatura media del cultivo a la temperatura de la solucion del limite superior o mas o a la
temperatura de la solucion del limite inferior o menos; y

c) desprender la célula cultivada como una estructura tridimensional.

13. El método de acuerdo con el punto 12, donde se afiade acido ascoérbico o un derivado del mismo antes de la
etapa de desprendimiento.

14. El método de acuerdo con el punto 12 o 13, donde un tratamiento usando una enzima de degradacién de
proteinas no se realiza durante o antes de la etapa de desprendimiento.

15. El método de acuerdo con el punto 12 o 13, donde la macromolécula respondedora a la temperatura es
poli(N-isopropilacrilamida).

En lo sucesivo en el presente documento, la presente invencion se describira a modo de realizaciones preferidas.
Los expertos en la técnica entenderan que las realizaciones de la presente invenciéon se pueden realizar o efectuar
adecuadamente en base a la descripcion de la presente memoria descriptiva y técnicas de uso habitual bien
conocidas en la materia. Los expertos en la técnica pueden reconocer facilmente La funcion y el efecto de la
presente invencion.

La presente invencion proporciona un tejido protésico implantable. El tejido tiene un tamafio grande que no se puede
conseguir mediante técnicas convencionales y tiene una resistencia excelente. De este modo, se hace posible tratar
sitios que no pueden ser accesibles convencionalmente al tratamiento de implantacion usando materiales protésicas
convencionales. La presente invencion hace posible proporcionar un tejido protésico o estructura tridimensional
hecho de células madre mesenquimatosas derivadas de partes distintas al miocardio. Por tanto, se pueden usar
partes distintas al miocardio antélogo como material para realizar terapias de implantacion.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1A muestra un ejemplo donde se produce un tejido protésico de la presente invencion usando un
polimero respondedor a la temperatura.

La Figura 1B muestra otro ejemplo donde se produce un tejido protésico de la presente invencién usando un
polimero respondedor a la temperatura.

La Figura 2 muestra un ejemplo donde se compara una terapia usando un tejido protésico de la presente
invencion con una terapia celular.

La Figura 3 muestra un esquema de terapia de ejemplo usando un tejido protésico de la presente invencion.

La Figura 4 muestra un limite de terapias regeneradoras de miocardio usando implantacion celular. Como se
muestra en la parte derecha, un sitio dafiado no cicatriza completamente con células en implantacién celular.
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La Figura 5 muestra un limite de implantacion tisular usando un armazon.

La Figura 6 muestra un ejemplo de implantaciéon de un tejido protésico de la presente invencién en un corazén
infartado.

La Figura 7 muestra un estado de un tejido protésico de la presente invencion después de la implantacion. La
parte izquierda muestra el tejido 2 semanas después de la implantacion, mientras que la parte derecha muestra
el tejido 8 semanas después de la implantacién. La tincion con HE se muestra sobre el panel izquierdo
(izquierda: x100; derecha: x200). La tincion del factor VIl se muestra debajo del panel izquierdo, mientras que la
tincion de conexina 43 se muestra a la derecha. El panel derecho muestra la tincién con HE (superior: x40;
inferior: x100).

La Figura 8 es un ecograma de ultrasonidos que muestra un ejemplo de evaluacion de la funcion cardiaca
mejorada por un tejido protésico de la presente invencion. La parte izquierda muestra un control, mientras que la
parte derecha muestra una lamina de cardiomiocitos.

La Figura 9 muestra un ejemplo de evaluacion de la funcién cardiaca mejorada por un tejido protésico de la
presente invencion. En la figura se muestran la fraccion de eyeccion (FE), el acortamiento fraccional (AF) y el
area endosistdlica (AES). Los cuadrados indican la lamina de cardiomiocitos, mientras que los triangulos indican
el control. Una fotografia del panel izquierdo es una fotografia de ecografia de ultrasonidos (superior: control;
inferior: lamina de cardiomiocitos).

La Figura 10 muestra una técnica para la evaluacion electrofisiolégica de un tejido protésico de la presente
invencion. La parte derecha muestra esquematicamente cambios en el potencial eléctrico, mientras que la parte
derecha muestra valores numéricos del umbral. La parte derecha muestra un control y una lamina de fibroblastos
de la presente invencion y una lamina de cardiomiocitos de la presente invencion.

La Figura 11 muestra una evaluacion electrofisiolégica de un tejido protésico de la presente invencioén. La parte
superior izquierda muestra un corazén normal, la parte inferior izquierda muestra un modelo de infarto y la parte
inferior derecha muestra una terapia usando una lamina de cardiomiocitos.

La Figura 12 muestra un ejemplo de procedimientos para aislar y cultivar mioblastos en un método de acuerdo
con la presente invencion.

La Figura 13 muestra un ejemplo de cultivo de tejido protésico que contiene mioblastos en un método de acuerdo
con la presente invencion.

La Figure 14 muestra un esquema experimental de ejemplo usando un tejido protésico de mioblastos de la
presente invencion.

La Figure 15 muestra fotografias que indican un tejido protésico de mioblastos de la presente invencion 4
semanas después de la implantacién (x10, x200 y x1000).

La Figure 16 muestra una operacion de implantacion de ejemplo usando un tejido protésico de mioblastos de la
presente invencion.

La Figure 17 muestra una implantacion de ejemplo de un tejido protésico de mioblastos de la presente invencion
(tincion histolégica). La parte superior muestra el tejido protésico, inyeccion celular y el control desde la derecha
(%x10). La parte inferior muestra una fotografia (x400) para cada uno.

La Figure 18 muestra un ecograma de ultrasonidos de la implantacion de un tejido protésico de mioblastos de la
presente invencion (parte superior) y un resultado de ejemplo del analisis en modo M (parte inferior). La parte
izquierda muestra un, mientras que la parte derecha muestra el corazoén infartado tras el tratamiento.

La Figura 19 muestra resultados de ejemplo de una prueba para la funcién cardiaca de un tejido protésico de
mioblastos de la presente invencion tras la implantacion. Se muestran la fraccion de eyeccion (FE), el
acortamiento fraccional (AF), el area endosistolica (AES) y la onda E. Los rombos indican un tejido protésico de
mioblastos, los cuadrados indican la inyeccién de mioblastos y los triangulos indican un control.

La Figure 20 muestra un ejemplo de la comparacion en la presion de la pared entre un tejido protésico de
mioblastos de la presente invencion y mioblastos. Los resultados de las fotografias (parte superior izquierda:
tejido protésico; parte superior derecha: inyeccion de células; parte inferior derecha: control) se resumen en un
grafico de la parte inferior izquierda.

La Figura 21 muestra la comparacion entre un tejido protésico de mioblastos de la presente invencién y un
control visualizado mediante tincidon con desmina, tincién del factor VIII y expresion de GFP. La parte superior
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muestra la tincién con desmina (izquierda: tejido protésico), expresion de GFP (derecha: tejido protésico) y
expresion de GFP (centro: control). La parte inferior muestra la tincion del factor VIII (tejido protésico, inyeccion
celular y el control desde la derecha).

Las Figuras 22A a 22F muestran la conexion electrofisiolégica cuando se usa un tejido protésico de la presente
invencion. Las Figuras 22A a 22C muestran un control, mientras que las Figuras 22D a 22F muestran un tejido
protésico de mioblastos. En el tejido protésico de mioblastos se observa la conexién electrofisiologica.

Las Figuras 23A a 23C muestran la expresion de GFP cuando se usa un tejido protésico de la presente
invencion. La expresion de GFP se muestra mediante visualizacién de imagenes en movimiento. Las Figuras
23A a 23C proporcionan marcos representativos como imagenes fijas.

Las Figuras 24A a 24C muestran un analisis temporal mediante ecografias de ultrasonidos de ejemplo del
tratamiento usando un tejido protésico de la presente invencion. Los resultados de la ecografica de ultrasonidos
para un corazén infartado tratado de acuerdo con la presente invencién se muestran mediante visualizacion de
imagenes en movimiento. Las Figuras 24A a 24C proporcionan marcos representativos como imagenes fijas.

Las Figuras 25A a 25C muestran un analisis temporal mediante ecografias de ultrasonidos de ejemplo del
tratamiento usando un tejido protésico de la presente invencion. La Figura 25A muestra un control, mientras que
la Figura 25B muestra el uso de un tejido protésico de la presente invencion. Los resultados de la ecografica de
ultrasonidos se muestran mediante visualizacién de imagenes en movimiento. Las Figuras 25A a 25C
proporcionan marcos representativos como imagenes fijas. La parte izquierda muestra un control del corazén
infartado, mientras que la parte derecha muestra un resultado de una lamina de mioblastos de la presente
invencion.

La Figura 26A muestra un analisis mediante ecografias de ultrasonidos de ejemplo del tratamiento usando un
tejido protésico de la presente invencion. La Figura 26A es una fotografia que muestra la misma muestra que en
las Figuras 25A a 25C a un punto de tiempo diferente. Los resultados de la ecografica de ultrasonidos se
muestran mediante visualizacion de imagenes en movimiento. La Figura 26A proporciona marcos
representativos como imagenes fijas. La parte izquierda muestra un control del corazén infartado, mientras que la
parte derecha muestra un resultado de una lamina de mioblastos de la presente invencion.

La Figura 26B muestra un analisis mediante ecografias de ultrasonidos de ejemplo del tratamiento usando un
tejido protésico de la presente invencion. La Figura 26B es una fotografia que muestra la misma muestra que en
las Figuras 25A a 25C a un punto de tiempo diferente. Los resultados de la ecografica de ultrasonidos se
muestran mediante visualizacion de imagenes en movimiento. La Figura 26B proporciona marcos
representativos como imagenes fijas. La parte izquierda muestra un control del corazén infartado, mientras que la
parte derecha muestra un resultado de una lamina de mioblastos de la presente invencion.

La Figura 26C muestra un analisis mediante ecografias de ultrasonidos de ejemplo del tratamiento usando un
tejido protésico de la presente invencion. La Figura 26C es una fotografia que muestra la misma muestra que en
las Figuras 25A a 25C a un punto de tiempo diferente. Los resultados de la ecografica de ultrasonidos se
muestran mediante visualizacion de imagenes en movimiento. La Figura 26C proporciona marcos
representativos como imagenes fijas. La parte izquierda muestra un control del corazén infartado, mientras que la
parte derecha muestra un resultado de una lamina de mioblastos de la presente invencion.

Las Figuras 27A a 27C muestran un analisis mediante ecografias de ultrasonidos de ejemplo del tratamiento
usando un tejido protésico de la presente invencion. Los resultados de la ecografica de ultrasonidos para un
corazoén infartado tratado de acuerdo con la presente invencion se muestran mediante visualizacion de imagenes
en movimiento. Las Figuras 27A a 27C proporcionan marcos representativos como imagenes fijas.

La Figura 28 muestra la afinidad celular mediante RT-PCR.

La Figura 29 muestra un cambio en una lamina de mioblastos implantada tras la implantacion.

La Figura 30A muestra un ejemplo de la tincién tricromica de Masson de un tejido protésico de la presente
invencion usando mioblastos, que se aplicé a un hamster con cardiomiopatia. La parte superior muestra la
implantacién de una lamina (tejido protésico), implantacion celular y un control (x10). La parte inferior muestra

una vista agrandada para cada uno (x40).

La Figura 30B muestra la histologia (la lamina de mioblastos es aceptada por un corazén cardiomiopatico
dilatado y agranda una pared ventricular).

La Figura 30C muestra la comparacion de los niveles de expresion de a-sarcoglicano (la implantacion de la
lamina de mioblastos potencia la expresion de a-sarcoglicano).
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La Figura 30D muestra la comparacion de los niveles de expresion de B-sarcoglicano (la implantacion de la
lamina de mioblastos potencia la expresion de B-sarcoglicano).

La Figure 31 muestra una tasa de supervivencia de hamsteres cardiomiopatico en los que se ha implantado un
tejido protésico (lamina) que comprende mioblastos de la presente invencion. La inyeccion de células como tales
se compara con la administracion de un tejido protésico.

La Figura 32 muestra las caracteristicas eléctricas tras la implantacion de un tejido protésico de la presente
invencion. La parte izquierda muestra un tejido protésico que comprende cardiomiocitos, mientras que la parte
derecha muestra un tejido protésico que comprende mioblastos.

La Figura 33A muestra una terapia para hamster con miocardiopatia dilatada usando un tejido protésico de la
presente invencion. La parte izquierda muestra la FE, mientras que la parte derecha muestra la tincion con HE.
La parte inferior derecha muestra la tincién tricromica de Masson.

La Figura 33B muestra un resultado de la ecocardiografia 48 semanas después de la implantacion (la
implantacion de laminas de mioblastos mejora la funcién cardiaca de un corazén con miocardiopatia dilatada).

La Figura 33C muestra un resultado de la ecocardiografia (la contractilidad de un ventriculo izquierdo) 48
semanas después de la implantacion (la implantacion de laminas de mioblastos mejora la contractilidad del
ventriculo izquierdo con miocardiopatia dilatada).

La Figure 34 muestra un ejemplo de una terapia para un modelo de infarto en cerdos usando un tejido protésico
de la presente invencion.

La Figure 35 muestra un efecto terapéutico (contractilidad) en un modelo de infarto en cerdos usando un tejido
protésico de la presente invencion.

La Figure 36 muestra un efecto terapéutico (expansibilidad) en un modelo de infarto en cerdos usando un tejido
protésico de la presente invencion.

La Figura 37 muestra una lamina producida mediante un método de produccion de tejido protésico sin acido
ascorbico.

La Figura 38 muestra una lamina producida mediante un método de produccion de tejido protésico con acido
ascorbico de acuerdo con la presente invencion.

La Figura 39 muestra una lamina producida mediante un método de produccion de tejido protésico con acido
ascorbico de acuerdo con la presente invencion (tincion con HE).

La Figura 40 muestra una técnica para medir las caracteristicas de tension y distorsion para determinar la
resistencia a la traccion.

La Figura 41 muestra un método para obtener una carga/eliminacion de una curva de carga.

La Figura 42 muestra un estado de un tejido obtenido cultivando células sinoviales en presencia de acido
ascorbico 2-fosfato.

(Descripcion del listado de secuencias)

La SEC ID N° 1 expone una secuencia de acido nucleico de la cadena pesada de miosina lla (humana: N° de
acceso NM_017534).

La SEC ID N° 2 expone una secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de miosina lla (humana: N° de
acceso NM_017534).

La SEC ID N° 3 expone una secuencia de acido nucleico de la cadena pesada de miosina llb (humana: N° de
acceso NM_017533).

La SEC ID N° 4 expone una secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de miosina Ilb (humana: N° de
acceso NM_017533).

La SEC ID N° 5 expone una secuencia de acido nucleico de la cadena pesada de miosina Ild (lIx) (humana: N°
de acceso NM_005963).
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La SEC ID N° 6 expone una secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de miosina Ild (lIx) (humana: N° de
acceso NM_005963).

La SEC ID N° 7 expone una secuencia de acido nucleico de la CD56 (humana: N° de acceso U63041).
La SEC ID N° 8 expone una secuencia de aminoacidos de la CD56 (humana: N° de acceso U63041).

La SEC ID N° 9 expone una secuencia de acido nucleico de MyoD humana (n°® de acceso en GENBANK
X56677).

La SEC ID N° 10 expone una secuencia de polipéptidos codificada por la secuencia de acido nucleico expuesta
enla SEC ID N° 2.

La SEC ID N° 11 expone una secuencia de acido nucleico del factor 5 miogénico humano (n° de acceso en
GENBANK NM_005593).

. La SEC ID N° 12 expone una secuencia de polipéptidos codificada por la secuencia de acido nucleico expuesta
enla SEC ID N° 3.

La SEC ID N° 13 expone una secuencia de acido nucleico de la miogenina humana (factor biogénico 4) (n° de
acceso en GENBANK BT007233).

La SEC ID N° 14 expone una secuencia de polipéptidos codificada por la secuencia de acido nucleico expuesta
enla SEC ID N° 5.

La SEC ID N° 15 expone un cebador directo en la RT-PCR para SRY.
La SEC ID N° 16 expone un cebador inverso en la RT-PCR para SRY.
La SEC ID N° 17 expone una sonda en la RT-PCR para SRY.
La SEC ID N° 18 expone un cebador directo en la RT-PCR para IL2.
La SEC ID N° 19 expone un cebador inverso en la RT-PCR para IL3.
La SEC ID N° 20 expone una sonda en la RT-PCR para IL2.

Mejor modo de llevar a cabo la invenciéon

La presente invencion se describira a continuacion. Debe entenderse a lo largo de la presente memoria descriptiva
que los articulos para las formas en singular incluyen el concepto de su pluralidad a menos que se mencione lo
contrario. Por tanto, los articulos o adjetivos par alas formas en singular (por ejemplo, “un/uno”, “una”, “el/la” y
similares) incluyen el concepto de su pluralidad a menos que se especifique lo contrario. Asimismo, debe entenderse
que los términos como se usan en el presente documento tienen las definiciones usadas habitualmente en la técnica
a menos que se mencione lo contrario. Por tanto, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente
documento tienen los mismos significados que entienden habitualmente los expertos en la técnica relevante. Por el

contrario, la presente solicitud (incluyendo las definiciones) tiene prioridad.

(Definicion de los términos)

Las definiciones de los términos especificos usados en el presente documento se describen mas adelante.
(Medicina regeneradora)

Como se usa en el presente documento, el término “regeneracion” hace referencia a un fenédmeno donde cuando un
organismo individual pierde una parte de tejido, el tejido restante crece y se recupera. La extensiéon o modo de
regeneracion varia en funcion de la especie animal o entre los tejidos en el mismo individuo. La mayoria de los
tejidos humanos tienen una capacidad de regeneracion limitada y, por tanto, no se espera que se produzca la
regeneracion completa si se pierde una gran parte de tejido. En el caso de dafios graves, puede crecer un tejido que
tiene una fuerte capacidad de proliferacion diferente de la del tejido perdido, lo que tiene como resultad una
regeneracion incompleta cuando el tejido dafiado se regenera de forma incompleta y la funcion del tejido no se
puede recuperar. En este caso, se usa una estructura hecha de un material bioabsorbible para prevenir que un tejido
que tenga una fuerte capacidad de proliferacion infiltre la parte defectuosa del tejido para asegurar un espacio para
la proliferacion del tejido dafiado. Ademas, suplementando con un factor de crecimiento celular, se potencia la
capacidad de regeneracion del tejido dafiado. Dicha técnica de regeneracion se aplica a cartilagos, huesos y nervios
periféricos, por ejemplo. Hasta ahora se ha creido que las células nerviosas y los musculos cardiacos tienen nula o
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mala capacidad de regeneracion. Recientemente se ha notificado que existen células madre de tejido (células madre
somaticas), que tienen ambas la capacidad de diferenciarse en estos tejidos y capacidad de autoproliferacion. Las
expectativas son muy altas para la medicina regenerativa usando células madre de tejido. Las células madre
embrionarias (células ME) son células que tienen la capacidad de diferenciarse en todos los tejidos. Se han
efectuado esfuerzos para usar células ME para la regeneracion de érganos complicados, tales como de rifién, de
higado y similares, pero todavia no se han realizado.

El término “célula” se usa en el presente documento en su sentido mas amplio en la técnica, haciendo referencia a
una unidad estructural de tejido de un organismo multicelular, que es capaz de autorreplicarse, tiene informacion
genética y un mecanismo para expresarla y esta rodeada por una estructura de membrana que aisla el cuerpo vivo
del exterior. En el método de la presente invencién se puede usar cualquier célula como sujeto. El numero de células
usadas en la presente invencion se puede contar mediante un microscopio 6ptico. Al contra usando un microscopio
optico se cuenta el numero de nucleos. Los tejidos se laminan en secciones de tejido que después se tifien con
hematoxilina-eosina (HE) para variegar los nucleos derivados de matrices extracelulares (por ejemplo, elastina o
colageno) y células. Estas secciones de tejido se observan bajo un microscopio 6ptico y se puede estimar que el
numero de nucleos en un area concreta (por ejemplo, 200 ym x 200 ym) es el ndmero de células. Las células
usadas en el presente documento pueden ser células de origen natural o células modificadas artificialmente (por
ejemplo, células de fusion, células modificadas genéticamente etc.). Ejemplos de fuentes de células incluyen, entre
otros, un cultivo de una sola célula, o tejido corporal de un animal transgénico que ha crecido normalmente; una
mezcla de células derivadas de lineas celulares cultivadas normalmente, y similares.

Como se usa en el presente documento, la expresion “célula madre” hace referencia a una célula capaz de
autorreplicarse y pluripotencia. El término “célula madre” excluira las células madre embrionarias humanas. Las
células madre tisulares tienen un nivel relativamente limitado de diferenciacién, al contrario que las células madre
embrionarias. Las células madre tisulares estan presentes en los tejidos y tienen una estructura intracelular
indiferenciada. Las células madre tisulares tienen una proparte nicleo/citoplasma mas alta y tienen menos organulos
intracelulares. La mayoria de las células madre tisulares tienen pluripotencia, un ciclo celular largo y capacidad de
proliferaciéon mas alla de la vida del individuo. Como se usa en el presente documento, las células madre tisulares
también se pueden usar dependiendo de la circunstancia.

Las células madre tisulares se clasifican en categorias de sitios de los que derivan las células, tales como el sistema
dérmico, el sistema digestivo, el sistema de la médula dsea, el sistema nervioso y similares. Las células madre
tisulares en el sistema dérmico incluyen células madre epidérmicas, células madre del foliculo piloso y similares. Las
células madre tisulares en el sistema digestivo incluyen células madre pancreaticas (habituales), células madre
hepaticas y similares. Las células madre tisulares en el sistema de la médula ésea incluyen células madre
hematopoyéticas, células madre mesenquimatosas y similares. Las células madre tisulares en el sistema nervioso
incluyen células madre neurales, células madre retinianas y similares.

Como se usa en el presente documento, la expresion “célula somatica” hace referencia a cualquier célula que no
sea una célula germinal, tal como un huevo, un espermatozoide o similares, que no transfiere su ADN a la siguiente
generacion. Normalmente, las células somaticas tienen nula o limitada pluripotencia. Las células somaticas usadas
en el presente documento pueden ser de origen natural o estar modificadas genéticamente siempre que puedan
alcanzar el tratamiento indicado.

El origen de una célula madre se clasifica en el ectodermo, endodermo o mesodermo. Las células madre de origen
ectodérmico estan principalmente presentes en el cerebro, incluidas las células madre neurales. Las células madre
de origen endodérmico estan principalmente presentes en la médula dsea, incluidas las células madre de los vasos
sanguineos, las células madre hematopoyéticas, las células madre mesenquimatosas y similares. Las células madre
de origen mesodérmico estan principalmente presentes en los 6rganos, incluyendo las células madre hepaticas, las
células madre pancreaticas, y similares. Como se usa en el presente documento, las células somaticas pueden
derivar de cualquier mesénquima. Preferentemente, se pueden usar las células somaticas derivadas del
mesénquima.

Las células para usar en la construcciéon de un tejido protésico o estructura tridimensional de la presente invencion
incluyen células madre mesenquimatosas.

Como se usa en el presente documento, la expresion “célula madre mesenquimatosa” hace referencia a una célula
madre hallada en el mesénquima. La expresion “célula madre mesenquimatosa” puede abreviarse en el presente
documento a “CMM”. Mesénquima hace referencia a una poblaciéon de células libres que estan en forma asteroide o
tienen proyecciones irregulares y unen huecos entre los tejidos epiteliales y que son reconocidas en cada etapa de
desarrollo de animales multicelulares. El mesenquimal también se refiere al tejido formado con cemento intracelular
asociado con las células. Las células madre mesenquimatosas tienen capacidad de proliferacion y la capacidad para
diferenciarse en células éseas, células de cartilago, células musculares, células estromales, células de tendones y
células grasas. Las células madre mesenquimatosas se usan con el fin de cultivar o hacer crecer células de la
médula ésea o similares extraidas de pacientes o diferenciarlas en células de cartilago u osteoblastos. Las células
madre mesenquimatosas también se usan como material de reconstruccion, tales como huesos alveolares, huesos,
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cartilagos o articulaciones para artropatia o similares; y similares. Existe una gran demanda de células madre
mesenquimatosas. Asimismo, las células madre mesenquimatosas se pueden diferenciar en células sanguineas y
células linfoides. Por tanto, existe una demanda creciente de células madre mesenquimatosas. Un tejido protésico o
estructura tridimensional de la presente invencion que comprende células madre mesenquimatosas o células madre
mesenquimatosas diferenciadas es particularmente Util cuando se requiere una estructura en estas aplicaciones.

Como se usa en el presente documento, el término “aislado” significa que el material acompafnante natural al menos
se reduce, o preferentemente se elimina sustancialmente completamente, en circunstancias normales. Por tanto, la
expresion "célula aislada” hace referencia a una célula sustancialmente libre de otras sustancias acompafantes (por
ejemplo, otras células, proteinas, acidos nucleicos etc.) en circunstancias naturales. La expresion “tejido aislado”
hace referencia a un tejido sustancialmente libre de sustancias distintas al tejido (por ejemplo, en el caso de tejidos
protésicos, sustancias, armazones, laminas, recubrimientos etc. usados cuando se produce el tejido protésico. El
término “aislado” en relacion con acidos nucleicos o polipéptidos significa que, por ejemplo, los acidos nucleicos o
los polipéptidos estan sustancialmente libres de sustancias celulares o medios de cultivo cuando se producen
mediante técnicas de ADN recombinante; o sustancias quimicas precursoras u otras sustancias quimicas cuando se
sintetizan quimicamente. Los acidos nucleicos aislados carecen preferentemente de secuencias que flanquean de
forma natural el acido nucleico dentro de un organismo del que deriva el acido nucleico (es decir, secuencias
localizadas en el extremo 5’ y el extremo 3’ del acido nucleico).

Como se usa en el presente documento, el término “intacto” en relacion con tejidos protésicos, estructuras
tridimensionales y similares, hace referencia a ausencia de lesién externa fisica. Por ejemplo, cuando se produce un
tejido protésico o similares y después se separa de una circunstancia donde se ha realizado la produccién, tiene
sustancialmente ninguna lesion externa, tal como impacto fisico o similares.

Como se usa en el presente documento, el término "establecido” en relaciéon con las células hace referencia a un
estado de una célula donde una propiedad concreta (pluripotencia) de la célula se mantiene y la célula sufre
proliferacién estable en condiciones de cultivo. Por tanto, las células madre establecidas mantienen la pluripotencia.

Como se usa en el presente documento, la expresion “no embrionario” hace referencia a no derivar directamente de
embriones tempranos. Por tanto, la expresion “no embrionaria” hace referencia a células derivadas de partes del
cuerpo distintas a los embriones tempranos. Asimismo, las células madre embrionarias (por ejemplo, células madre
embrionarias modificadas genéticamente o de fusién etc.) estan abarcadas por las células no embrionarias.

Como se usa en el presente documento, la expresion “célula diferenciada” hace referencia a una célula que tiene
una funcion y una forma especializadas (por ejemplo, células musculares, neuronas etc.) Al contrario que las células
madre, las células diferenciadas tienen poca o nula pluripotencia. Los ejemplos de células diferenciadas incluyen
células epidérmicas, células del parénquima pancreatico, células del conducto pancreatico, células hepaticas,
células sanguineas, células de musculo cardiaco, células de musculo esquelético, osteoblastos, mioblastos
esqueléticos, neuronas, células endoteliales vasculares, células pigmentarias, células de musculo liso, células de
grasa, células 6seas, células de cartilago y similares.

Como se usa en el presente documento, el término “tejido” se refiere a un grupo de células que tienen la misma
funcién y forma en los organismos celulares. En organismos multicelulares, las células constituyentes normalmente
estan diferenciadas, de modo que las células tienen funciones especializadas, lo que da lugar a la division del
trabajo. Por tanto, los organismos multicelulares no son simples agregaciones celulares sino que constituyen grupos
de células organicas o sociales que tienen una determinada funcion y estructura. Como ejemplos de tejidos se
incluyen, entre otros, tejido del integumento, tejido conjuntivo, tejido muscular, tejido nervioso y similar.

Como se usa en le presente documento, la expresion “tejido protésico” se refiere a tejido que tiene un estado
diferente de los estados naturales. Normalmente, en el presente documento un tejido protésico se prepara mediante
cultivo celular. El tejido que se elimina de u organismo y no se somete a ningun tratamiento no se denomina tejido
protésico. Un tejido protésico puede incluir materiales derivados de organismos y materiales no derivados de
organismos. El tejido protésico de la presente invencion normalmente comprende una célula y/o material bioldgico y
puede comprender otros materiales. Mas preferentemente, un tejido protésico de la presente invencion esta
compuesto sustancialmente por, Unicamente, una célula y/o un material biolégico. Dicho material biolégico deriva
preferentemente de células que constituyen el tejido (por ejemplo, matriz extracelular etc.).

Como se usa en el presente documento, la expresion “tejido protésico implantable” hace referencia a un tejido
protésico que se puede usar para la implantacion clinica real y puede funcionar como un tejido en el lugar de la
implantacién durante un determinado periodo de tipo tras la implantacion. Normalmente, el tejido protésico
implantable tiene resistencia suficiente, tamafo suficiente, no porosidad suficiente, espesor suficiente,
biocompatibilidad suficiente, afinidad suficiente y similar.

La resistencia suficiente de un tejido protésico implantable varia en funcion de una parte dirigida por la implantacion,

pero los expertos en la técnica pueden determinarla segin sea adecuado. No obstante, un tejido protésico
implantable tiene, preferentemente, al menos un nivel determinado de resistencia. Dicho nivel de resistencia (por
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ejemplo, resistencia a la traccion) es al menos aproximadamente un 50 % de la resistencia natural de una parte
dirigida por la implantacién, preferentemente al menos aproximadamente un 60 %, mas preferentemente al menos
aproximadamente un 70 %, incluso mas preferentemente al menos aproximadamente un 80 % y lo mas
preferentemente al menos aproximadamente un 100 %. La resistencia se puede medir midiendo las caracteristicas
de resistencia o de distorsion o realizando una prueba de indentacién de las caracteristicas de deslizamiento como
se describe mas adelante.

El tamafo suficiente de un tejido protésico implantable varia en funcién de una parte dirigida por la implantacion,
pero los expertos en la técnica pueden determinarla segin sea adecuado. No obstante, un tejido protésico
implantable tiene, preferentemente, al menos un nivel determinado tamario. Dicho tamario (por ejemplo, area) es al
menos 1 cmz, preferentemente al menos 2 cmz, mas preferentemente al menos 3 cmz, incluso mas preferentemente
al menos 4 cmz, al menos 5 cmz, al menos 6 cmz, al menos 7 cmz, al menos 8 cmz, al menos 9 cmz, al menos 10
cmz, al menos 15 cmz, o0 al menos 20 cm?>.

La no porosidad suficiente de un tejido protésico implantable varia en funcién de una parte dirigida por la
implantacion, pero los expertos en la técnica pueden determinarla segun sea adecuado. Como se usa en el presente
documento, el término “no porosidad” hace referencia a un estado que carece de poro(s). En el presente documento,
el poro se refiere a un agujero que tiene un tamario sustancial de un modo tal que el fluido corporal o su equivalente
(por ejemplo, una solucion acuosa etc.) se fuga de un tejido protésico. Por tanto, la no porosidad se puede
determinar del siguiente modo. Un tejido protésico se coloca horizontalmente. El fluido corporal o su equivalente se
coloca sobre el tejido. Se observa si el fluido corporal o su equivalente se sale o no del tejido. Si no hay fuga, se
considera que el tejido tiene no porosidad.

El espesor suficiente de un tejido protésico implantable varia en funcién de una parte dirigida por la implantacion,
pero los expertos en la técnica pueden determinarla segin sea adecuado. No obstante, un tejido protésico
implantable tiene, preferentemente, al menos un nivel determinado espesor. Dicho espesor normalmente es de
aproximadamente al menos 50 um, preferentemente al menos aproximadamente 100 um, mas preferentemente
aproximadamente 150 um, incluso mas preferentemente al menos aproximadamente 200 pm, al menos
aproximadamente 300 ym, al menos aproximadamente 400 pm, al menos aproximadamente 500 ym, al menos
aproximadamente 600 ym, al menos aproximadamente 700 pm, al menos aproximadamente 800 ym, al menos
aproximadamente 900 ym, al menos aproximadamente 1 mm. Cuando un tejido protésico implantable se implanta en
el corazon, el tejido puede tener solo estos espesores minimos. Cuando se usa tejido protésico implantable en otras
aplicaciones, el tejido puede tener, preferentemente, un espesor mayor. En este caso, por ejemplo, el tejido
protésico implantable tiene, preferentemente, un espesor de al menos 2 mm, mas preferentemente de al menos 3
mm e incluso mas preferentemente de 5 mm.

La biocompatibilidad suficiente de un tejido protésico implantable varia en funcién de una parte dirigida por la
implantacion, pero los expertos en la técnica pueden determinarla segiun sea adecuado. No obstante, un tejido
protésico implantable tiene, preferentemente, al menos un nivel determinado de biocompatibilidad. Normalmente, un
nivel deseado de biocompatibilidad es, por ejemplo, tal que se alcanza la conexion bioldgica con los tejidos
circundantes sin ninguna inflamacién, ninguna reaccion inmunitaria o similar. La presente invencion no esta limitada
a esto. En algunos casos (por ejemplo, cérneas etc.), es menos probable que se produzca una reaccion
inmunoldgica. Por tanto, un tejido protésico implantable tiene biocompatibilidad en cierta medida, que alcanza el
objeto de la presente invencion incluso cuando es probable que se produzca una reaccion inmunoldgica en otros
organos. Ejemplos de parametros que indican biocompatibilidad incluyen, entre otros, la presencia o ausencia de
una matriz extracelular, la presencia o ausencia de una reaccion inmunoldgica, el grado de inflamacioén y similares.
Dicha biocompatibilidad se puede determinar investigando la compatibilidad de un tejido protésico en un lugar de
implantacién tras la implantacion (por ejemplo, confirmando que no se destruye un tejido protésico implantado).
Véase "Hito Ishoku Zoki Kyozetsu Hanno no Byori Soshiki Shindan Kijyun Kanbetsu Shindan to Seiken Hyohon no
Toriatsukai (Zufu) Jinzo Ishoku, Kanzo Ishoku Oyobi Shinzo Ishoku [Pathological Tissue Diagnosis Criterion for
Human Transplanted Organ Rejection Reaction Handling of Differential Diagnosis and Biopsy Specimen (lllustrated
Book) Kidney Transplantation, Liver Transplantation and Heart Transplantation]" The Japan Society for
Transplantation and The Japanese Society for Pathology editores, Kanehara Shuppan Kabushiki Kaisha (1998). De
acuerdo con este documento, la biocompatibilidad se divide en de grado 0, 1A, 1B, 2, 3A, 3B y 4. En el grado 0 (sin
rechazo agudo), en las muestras de biopsia no se encuentran reacciones de rechazo agudo, fallo de los
cardiomiocitos o similares. En el Grado 1A (rechazo agudo leve focal), existe infiltracion focal de linfocitos grandes
alrededor de los vasos sanguineos o en el tejido intersticial, mientras que no hay dafios en los cardiomiocitos. Esta
observacion se obtiene en una o una pluralidad de muestras de biopsia. En el Grado 1B (rechazo agudo leve difuso),
existe infiltracion difusa de linfocitos grandes alrededor de los vasos sanguineos o en el tejido intersticial, o en
ambos, mientras que no hay dafios en los cardiomiocitos. En el Grado 2 (rechazo agudo moderado focal), se
observa un unico foco de infiltracién de células inflamatorias que claramente bordean las porciones circundantes.
Las células de inflamacién son linfocitos grandes activados y pueden incluir eosindfilos. En las lesiones se observan
dafos en los cardiomiocitos asociados con la modificacion de musculo cardiaco. En el Grado 3A (rechazo agudo
moderado multifocal) existen multiples focos de infiltracion de células inflamatorias que son linfocitos grandes
activados y pueden incluir eosindfilos. Do o mas de los multiples focos de infiltracion inflamatoria de células
inflamatorias tienen dafos en los cardiomiocitos. En algunos casos, también hay una infiltracién irregular de células
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inflamatorias en el endocardio. Los focos de infiltracién se observan en una o una pluralidad de muestras de biopsia.
En el Grado 3B (rechazo agudo grave limite y multifocal), existen mas focos de infiltracion confluente y difusa de
células inflamatorias que se encuentran en mas muestras de biopsia que los observados en el Grado 3A. Existe
infiltracion de células inflamatorias, incluyendo linfocitos grandes y eosindfilos, en algunos casos neutréfilos, asi
como dafios en los cardiomiocitos. No existe hemorragia. En el grado 4 (rechazo agudo grave), existe infiltracion de
varias células inflamatorias, incluyendo linfocitos activados, eosindéfilos y neutréfilos. Siempre se producen dafios a
los cardiomiocitos y necrosis de cardiomiocitos. Normalmente también se observa edema, hemorragia y/o angeitis.
Normalmente se observa infiltracion de células inflamatorias en el endocardio, diferente del efecto de
"acolchamiento". Cuando se administra una fuerte terapia usando un inmunosupresor durante un periodo de tiempo
considerablemente largo, el edema y la hemorragia pueden ser mas significativos que la infiltracion.

La afinidad suficiente de un tejido protésico implantable varia en funcién de una parte dirigida mediante implantacion,
pero los expertos en la técnica pueden determinarla segun sea adecuado. Ejemplos de parametros para la afinidad
incluyen, entre otros, capacidad de realizar conexion bioldgica entre un tejido protésico implantado y su lugar de
implantacion, y similares. Dicha afinidad se puede determinar en base a la presencia de conexion biolégica en un
lugar de implantacion tras la implantacion. La afinidad preferible es tal en el presente documento que un tejido
protésico implantado tenga la misma funcién que la de un lugar donde se implanta el tejido, por ejemplo.

Como se usa en el presente documento, la expresion “tejido membranoso” hace referencia a un tejido en forma de
membrana y también se denomina “tejido planar”. Ejemplos de tejido membranoso incluyen una parte de tejido que
tiene una determinada zona de un érgano (por ejemplo, pericardio, duramadre, cérnea etc.) o tejido en forma de
bolsa y similares.

Como se usa en el presente documento, el término “érgano” hace referencia a una estructura que es una parte
especifica de un organismo individual donde una determinada funcién del organismo individual se realiza localmente
y que es morfolégicamente independiente. En general, en organismos multicelulares (por ejemplo, animales y
plantas), los 6érganos estan hechos de varios tejidos en una disposicién espacial especifica y el tejido esta hecho de
una serie de células. Ejemplos de dichos 6rganos incluyen, entre otros, piel, vaso sanguineo, cornea, rifidn, corazoén,
higado, cordén umbilical, intestino, nervio, pulmén, placenta, pancreas, cerebro, articulaciéon, hueso, cartilago,
extremidades periféricas, retina y similares. Ejemplos de dichos 6rganos incluyen, entre otros, 6rganos del sistema
de la piel, el sistema pancreatico parenquimatoso, el sistema ductal pancreatico, el sistema hepatico, el sistema
sanguineo, el sistema del miocardio, el sistema muscular esquelético, el sistema de los osteoblastos, el sistema de
mioblastos esqueléticos, el sistema nervioso, el sistema endotelial de los vasos sanguineos, el sistema pigmentario,
el sistema de musculo liso, el sistema graso, el sistema 6seo, el sistema de cartilago y similares.

Como se usa en el presente documento, la expresion “érgano en forma de bolsa” hace referencia a un érgano que
tiene una expansion tridimensional y cuyo interior puede estar conectado a través de un tejido tubular con el exterior.
Ejemplos de 6rganos con forma de bolsa incluyen, entre otros, corazén, higado, rifién, estdmago, bazo y similares.

En una realizacién, la presente invencion esta dirigida a drganos relacionados con el sistema vascular vy,
preferentemente, a 6rganos isquémicos (por ejemplo, corazén que tiene infarto de miocardio, corazén que tiene
isquemia etc.). En una realizacion preferida, la presente invencion esta dirigida a vasos sanguineos, tejido de tipo
vaso sanguineo, valvulas cardiacas, pericardio, duramadre, cornea y huesos. En otra realizacion preferida, la
presente invencion esta dirigida al corazodn, las valvulas cardiacas, el pericardio y los vasos sanguineos.

Como se usa en el presente documento, el término “envuelve” en relacion con un tejido protésico, una estructura
tridimensional o similares que envuelve una parte determinada (por ejemplo, un lugar dafiado, etc.) significa que el
tejido protésico o similar esta dispuesto de un modo tal que cubre la parte (es decir, oculta una lesién o similar). Los
términos “envuelve(n)” y “dispone(n) (o localiza(n)) de modo que cubre(n)” se usan de forma intercambiable.
Observando la relacién especial entre la parte y el tejido protésico o similar se puede determinar si la parte esta o no
cubierta por el tejido protésico o similar. En una realizacion preferida, en una etapa de envoltura, un tejido protésico
o similar puede envolver con un giro un determinado sitio.

Un “tiempo suficiente requerido para que un tejido protésico se una biolégicamente a una parte” en el presente
documento varia en funcidon de una combinacion de la parte y el tejido protésico, pero los expertos en la técnica
pueden determinarlo segun se adecuado en base a la combinaciéon. Ejemplos de dicho tiempo incluyen, entre otros,
2 semana, 2 semanas, 1 mes, 2 meses, 3 meses, 6 meses, 1 afio y similares, tras la operacion. En la presente
invencion, un tejido protésico comprende, preferentemente, sustancialmente solo células y materiales derivados de
las células y, por tanto, no existe material concreto que necesite extraerse después de la operacion. Por tanto, el
limite inferior del tiempo suficiente no es particularmente importante. Por tanto, en este caso, es mas preferible un
tiempo mas prolongado. Si el tiempo es sustancialmente extremadamente largo, el refuerzo se completa
sustancialmente.

Como se usa en el presente documento, la expresion “reaccién inmunolégica” hace referencia a una reaccion debido

a la disfuncion de la tolerancia inmunoldgica entre un injerto y un huésped. Ejemplos de reacciones inmunoldgicas
incluyen, entre otros, una reaccion de rechazo hiperagudo (en varios minutos desde la implantacién) (reaccion
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inmunoldgica causada por anticuerpos, tal como 3-Gal o similar), una reaccion de rechazo agudo (reaccion causada
por la inmunidad celular aproximadamente de 7 a 21 dias después de la implantacion), una reacciéon de rechazo
cronico (reaccion de rechazo causada por la inmunidad celular 3 o mas meses después de la operacion) y similares.

Como se usa en el presente documento, la provocacion de una reaccion inmunolégica se puede confirmar mediante
analisis patologico e histolégico del tipo, el nimero o similar de la infiltracion de células (inmunoldégicas) en tejido
implantado usando tincién (por ejemplo, tincion con HE etc.), tincién inmunoldgica o inspeccién microscépica de
secciones tisulares.

Como se usa en el presente documento, el término “calcificacion” hace referencia a la precipitaciéon de sustancias
calcareas en organismos.

Como se usa en el presente documento, la “calcificaciéon” in vivo se puede determinar midiendo la concentracién de
calcio. Especificamente, se extrae el tejido implantado; la seccion tisular se disuelve mediante tratamiento acido o
similar y la absorcién atémica de la solucién se mide mediante un dispositivo de cuantificacion de oligoelementos.

Como se usa en el presente documento, la expresion “dentro del o los organismos” o "in vivo" hace referencia a la
parte interna del o los organismos. En un contexto especifico, “dentro del o los organismos” hace referencia a una
posicion en la cual se coloca un tejido u 6rgano sujeto.

Como se usa en el presente documento, "in vitro" indica que una parte de un organismo se extrae o libera fuera del
organismo para varios fines de investigacion (por ejemplo, en un tubo de ensayo). El término in vitro contrasta con el
término in vivo.

Como se usa en el presente documento, el término "ex vivo" hace referencia a una serie de operaciones en las que
las células diana en las que se va a introducir un gen se extraen de un sujeto, se introduce un gen terapéutico in
vitro en las células y las células se devuelven al mismo sujeto.

Como se usa en el presente documento, la expresion “material derivado de célula(s)” hace referencia a cualquier
material procedente de la(s) célula(s), incluyendo, entre otros, materiales que constituyen la(s) célula(s), materiales
secretados por la(s) célula(s), materiales metabolizados por la(s) célula(s) o similares. Ejemplos representativos de
materiales derivados de las células incluyen, entre otros, matrices extracelulares, hormonas, citocinas y similares.
Los materiales derivados de las células normalmente no tienen sustancialmente efectos adversos sobre las células y
sus huéspedes. Por tanto, cuando el material esta contenido en un tejido protésico, una estructura tridimensional o
similar, el material normalmente carece sustancialmente de efectos adversos sobre el tejido protésico, la estructura
tridimensional o similar.

Como se usa en el presente documento, la expresion “matriz extracelular” (MEC) hace referencia a una sustancia
que existe entre las células somaticas con independencia de si las células son células epiteliales o células no
epiteliales. Las matrices extracelulares normalmente son producidas por las células y, por tanto, son materiales
bioldgicos. Las matrices extracelulares estan implicadas en el soporte de tejido, asi como en la estructura ambiental
interna esencial para la supervivencia de todas las células somaticas. Las matrices extracelulares generalmente son
producidas por las células del tejido conjuntivo. Algunas matrices extracelulares se secretan de las células que
poseen membrana basal, tales como células epiteliales o células endoteliales. Las matrices extracelulares se dividen
aproximadamente en componentes fibrosos y matrices que los llenan. Los componentes fibrosos incluyen fibras de
colageno vy fibras elasticas. Un componente basico de las matrices es el glucosaminoglucano (mucopolisacarido
acido), la mayor parte del cual esta unido a proteinas no colagenosas para formar un polimero de un proteoglicano
(complejo mucopolisacarido acido-proteina). Ademas, las matrices incluyen glucoproteinas, tales como laminina de
la membrana basal, microfibrillas alrededor de las fibras elasticas, fibronectinas sobre las superficies celulares y
similares. Tejido particularmente diferenciado tiene la misma estructura basica. Por ejemplo, en el cartilago hialino,
los condroblastos producen caracteristicamente una gran cantidad de matrices cartilaginosas, incluyendo
proteoglicanos. En los huesos, los osteoblastos producen matrices éseas que producen calcificacion. En una
realizacion de la presente invencion, el tejido protésico, la estructura tridimensional o similar de la presente invencion
pueden ser ventajosamente similares a la composicion de una matriz extracelular (por ejemplo, elastina, colageno
(por ejemplo de tipo I, de tipo IV etc.), laminina etc.) de un sitio de un 6rgano para el que se pretende la
implantacion. En la presente invencion, las matrices extracelulares incluyen moléculas de adhesién celular. Como se
usa en el presente documento, las expresiones “molécula de adhesion celular” y “molécula de adhesion” se usan de
forma intercambiable, en referencia a una molécula capaz de mediar la unién de dos o mas células (adhesion
celular) o adhesion entre un sustrato y una célula. En general, las moléculas de adhesion celular se dividen en dos
grupos: Moléculas implicadas en la adhesion célula-célula (adhesion intercelular) (moléculas de adhesion célula-
célula) y moléculas implicadas en la adhesion célula-matriz extracelular (adhesiéon célula-sustrato) (moléculas de
adhesion célula-sustrato). Un tejido protésico o estructura tridimensional de la presente invencion normalmente
comprende dicha molécula de adhesién celular. Por tanto, las moléculas de adhesion celular en el presente
documento incluyen una proteina de un sustrato y una proteina de una célula (por ejemplo, integrina etc.) en una
adhesién célula-sustrato. Una molécula distinta a las proteinas entra dentro del concepto de molécula de adhesién
celular siempre que pueda participar en la adhesion celular.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 535087 T3

Para la adhesioén célula-célula se conocen la cadherina, una serie de moléculas que pertenecen a una superfamilia
de inmunoglobulinas (NCAML1, ICAM, fasciclina Il, lll, etc.), la selectiva y similares, cada una de ellas se sabe que
se unen a las membranas celulares a través de una reaccion molecular especifica. Por tanto, en una realizacion, el
tejido protésico, estructura tridimensional o similar de la presente invencion tiene, preferentemente, sustancialmente
la misma composicion de cadherina, moléculas de la superfamilia de inmunoglobulinas o similares que la de un sitio
para el cual se pretende la implantacion.

Por tanto, varias moléculas estan implicadas en la adhesién celular y tienen diferentes funciones. Los expertos en la
técnica pueden seleccionar adecuadamente una molécula para estar contenida en un tejido protésico o estructura
tridimensional de la presente invencién en funcién de la finalidad. Las técnicas para la adhesién celular son bien
conocidas como se ha descrito anteriormente y como se describe en, por ejemplo, "Saibogaimatorikkusu - Rinsho
heno Oyo- [Extracellular matrix -Clinical Applications-], Medical Review.

Se puede determinar si una determinada molécula es una molécula de adhesién celular o no mediante un ensayo,
como cuantificacion bioquimica (un método de SDS-PAGE, un método de colageno marcado etc.), cuantificacion
inmunoldégica (un método de enzima anticuerpo, un método de anticuerpo fluorescente, un estudio inmunohistoldgico
etc.), un método de PCR, un método de hibridacion o similares, donde se detecta una reaccion positiva. Los
ejemplos de dicha molécula de adhesion celular son, entre otros, colageno, integrina, fibronectina, laminina,
vtronectina, fibrinégeno, un miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas (por ejemplo, CD2, CD4, CDS,
ICM1, ICAM2, VCAM1), selectina, cadherina y similares. La mayoria de estas moléculas de adhesion celular se
transmiten a una célula una sefal auxiliar para la activacion celular debido a la interaccién intercelular, asi como
adhesién celular. Por tanto, un factor de adhesién para su uso en un implante de la presente invencién transmite,
preferentemente, una sefal auxiliar para la activacion celular en una célula. Esto es porque la activacion celular
puede estimular el crecimiento de células presentes inicialmente o que se agregan en un tejido u érgano en un punto
dafado después de la aplicacién al mismo de un implante. Se puede determinar si dicha sefial auxiliar se puede o
no transmitir a una célula mediante un ensayo, tal como cuantificacion bioquimica (un método de SDS-PAGE, un
método de colageno marcado etc.), cuantificacion inmunoldgica (un método de enzima anticuerpo, un método de
anticuerpo fluorescente, un estudio inmunohistolégico etc.), un método de PCR, un método de hibridacion o
similares, donde se detecta una reaccion positiva.

Un ejemplo de una molécula de adhesion celular es la cadherina, que esta presente en muchas células capaces de
fijarse al tejido. La cadherina se puede usar en una realizacion preferida de la presente invencion. Ejemplos de una
molécula de adhesion celular en las células de la sangre y el sistema inmunolégico que no estan fijadas a tejido
incluyen, entre otros, moléculas de la superfamilia de las inmunoglobulinas (CD 2, LFA-3, ICAM-1, CD2, CD4, CD8,
ICM1, ICAM2, VCAM1, etc.); moléculas de la familia de la integrina ((LFA-1, Mac-1, gplibllla, p150, p95, VLA1,
VLA2, VLAS, VLA4, VLA5, VLAB, etc.); moléculas de la familia de la selectina (L-selectina, E-selectina, P-selectina,
etc.), y similares. Por tanto, dicha molécula puede ser util para el tratamiento de un tejido u 6érgano de la sangre y el
sistema inmunoldgico.

Las células no fijadas tienen que adherirse a un tejido especifico para actuar sobre el tejido. En este caso, se cree
que la adhesion célula-célula se potencia gradualmente a través de una primera adhesion mediante una molécula de
selectina o similar, que se expresa constantemente y una segunda adhesion mediante una molécula de integrina
activada posteriormente. Por tanto, en la presente invenciéon, una molécula de adhesién celular para participar en la
primera adhesion y otra molécula de adhesion celular para participar en la segunda adhesion se pueden usar juntas.

Como se usa en el presente documento, la expresion “tasa de lesidn tisular’ hace referencia a un parametro que
indica una funcién de un tejido u 6rgano; un indicador que indica cuanto se dafia un tejido u 6rgano tratado; y un
indicador que indica si un tejido u 6érgano puede tener o no su funcién original. Los métodos para determinar una
tasa de lesion tisular se conocen en la técnica. Por ejemplo, una tasa de lesion tisular se puede determinar contando
los sitios de rotura de la elastina. En el presente documento, un campo visual se divide en unidades de 100 um x
100 um. En cada unidad se determina la presencia o ausencia de un sitio de rotura de la elastina. Si existe un sitio
de rotura de la elastina en una unidad se incrementa el recuento. Un campo visual tiene 24 unidades. Las matrices
extracelulares de las secciones tisulares tefildas mediante tincion con HE se someten a inspeccioén microscopica y
recuento. El tejido no tratado se define como que tiene una tasa de lesion tisular del 0 %. Una tasa de lesion tisular
se calcula mediante x/24. En este caso, el tejido no tratado corresponde a x=0.

Como se usa en el presente documento, el término “resistencia del tejido” se refiere a un parametro que indica una
funcién de un tejido u 6rgano y una resistencia fisica del tejido u érgano. La resistencia del tejido se puede
determinar generalmente midiendo la resistencia a la traccion (por ejemplo, la resistencia de rotura, el moédulo de
rigidez, el médulo de Young, etc.). Dicha prueba de traccion general es bien conocida. Analizando los datos
obtenidos mediante una prueba de traccion general se pueden obtener varios datos, como la resistencia a la rotura,
el modulo de rigidez, el médulo de Young y similares. Estos valores se pueden usar en el presente documento como
indicadores de la resistencia del tejido. Normalmente, en el presente documento se requiere resistencia del tejido
que permite aplicaciones clinicas.
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La resistencia a la traccion de un tejido protésico, estructura tridimensional o similar de la presente invencion se
puede determinar midiendo las caracteristicas de estrés y distorsion del mismo. En resumen, se aplica una carga a
una muestra y la distorsion resultante y la carga se introducen en respectivos convertidores A/D (por ejemplo, ELK-
5000) (1 ch: distorsion, 2 ch: carga); las caracteristicas de estrés y distorsion se miden para determinar la resistencia
a la traccion de la muestra (Figura 40). La resistencia a la traccion también se puede determinar analizando las
caracteristicas de deslizamiento. Se realiza una indentacion de las caracteristicas de deslizamiento para investigar
cémo se extiende una muestra en el tiempo mientras se aplica una carga constante a la muestra. Para materiales
pequefios, materiales finas y similares se realiza una prueba de indentaciéon usando, por ejemplo, un indentador con
forma de piramide triangular con una punta que tiene un radio de aproximadamente 0,1 ym a aproximadamente 1
pm. Inicialmente, el indentador es empujado al interior de una pieza de prueba de forma que se proporciona una
carga a la pieza de prueba. Cuando el indentador alcanza de varias decenas de nanémetros a varios micrometros
de profundidad en la pieza de prueba, se extrae el indentador para retirar la carga. La Figura 41 muestra una
cargal/retirada de la curva de carga obtenida mediante el método de prueba descrita anteriormente. La rigidez, el
modulo de Young o similares se pueden obtener segun el comportamiento de la carga y la profundidad de empuje
derivada de la curva.

En una realizacion preferida, la resistencia a la traccion del tejido protésico o la estructura tridimensional de la
presente invencion normalmente es de al menos aproximadamente un 50 % de la resistencia natural de una parte
donde se pretende la implantacién, preferentemente de al menos aproximadamente un 60 %, mas preferentemente
de al menos aproximadamente un 70 %, incluso mas preferentemente de al menos aproximadamente un 80 %, y lo
mas preferentemente de al menos aproximadamente un100 %.

En una realizacién alternativa, el tejido protésico de la presente invencion puede tener una resistencia tisular de al
menos aproximadamente un 75 % de la de una parte de tejido natural (por ejemplo, una parte donde se pretende
una aplicacion clinica (por ejemplo, corazon, etc.)), preferentemente, al menos aproximadamente un 80 %, mas
preferentemente, al menos aproximadamente un 85 %, e incluso mas preferentemente, al menos aproximadamente
un 90 %. La resistencia tisular del tejido protésico puede ser igual o superior a la del tejido natural. La resistencia
tisular de un tejido natural hace referencia a una resistencia tisular poseida por un tejido de interés en su estado
natural. Ademas del tejido membranoso, otros tejidos (por ejemplo, tejido tubular etc.) tienen, preferentemente, una
resistencia tisular suficientemente fuerte. En el caso del tejido tubular, la resistencia tisular se puede representar
mediante un valor B. En otra parte de la presente memoria descriptiva se describira con detalle un método para
calcular un valor $ y también se ilustrara en los ejemplos siguientes. En una realizacion determinada, el tejido
protésico de la presente invenciéon tiene una resistencia tisular correspondiente a un valor  de al menos
aproximadamente 15, preferentemente de al menos aproximadamente 18, mas preferentemente de al menos
aproximadamente 20, e incluso mas preferentemente de al menos aproximadamente 22. En otra realizacion, el tejido
protésico de la presente invencién tiene un valor 3 de al menos aproximadamente el 75 % del tejido antes del
tratamiento, preferentemente de al menos aproximadamente el 80 %, mas preferentemente de al menos
aproximadamente el 85 % e incluso mas preferentemente de al menos aproximadamente el 90 %. El valor § del
tejido protésico puede ser igual o superior al poseido originalmente por el tejido sin tratar. Una caracteristica (por
ejemplo, un valor B) del tejido sin tratar hace referencia a una caracteristica del tejido antes del tratamiento (por
ejemplo, tratamiento usando el polimero 1,2-epdxido en la presente invencion) (por ejemplo, en el estado natural).
Por tanto, por ejemplo, si un tejido original tiene un valor 8 de 25, un tejido protésico de la presente invencion puede
tener, preferentemente, un valor 8 de al menos 17,5, preferentemente de al menos 20, mas preferentemente de al
menos 21,25 e incluso mas preferentemente de al menos 22,5.

Como se usa en el presente documento, en el caso del tejido tubular, la resistencia tisular se puede representar
mediante un parametro de rigidez (valor ). El valor B se puede calcular basandose en la expresidon siguiente
después de establecer la relacion P-D (presion-diametro):

Ln (P/Ps) = B (D/Ds) - 1) (1)

donde Ps y Ds representan sus valores normales a 100 mmHg. El valor del diametro (D) se mide bajo cada P
(presion).

Ambos extremos de un tejido tubular (por ejemplo, un vaso sanguineo etc) esta cada uno fijado a una unidad de tipo
tubo. El interior y el exterior del tejido se llenan con solucién salina fisiolégica. En esta situacion se aplica presion al
interior del tejido mediante un dispositivo externo, mientras se vigila el diametro externo del tejido bajo la presion. La
presién medida y el diametro externo se sustituyen en la expresion (1) para calcular un valor $ (Sonoda H.,
Takamizawa K. et al., J. Biomed. Matr. Res., 2001: 266-276).

Como se usa en el presente documento, la expresion “sustancia fisioldgicamente activa” hace referencia a una
sustancia capaz de actuar sobre una célula o tejido. Entre las sustancias fisiolégicamente activas se incluyen
citocinas y factores de crecimiento. Una sustancia fisioldgicamente activa celular puede ser de origen natural o
sintético. Preferentemente, una sustancia fisiolégicamente activa celular es una que es producida por una célula o
una que tiene una funcion similar a ella. Como se usa en el presente documento, una sustancia fisioldgicamente
activa celular puede estar en forma de una proteina o un acido nucleico o en otras formas. En la practica real, las
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sustancias celulares fisiol6gicamente activas son normalmente proteinas. En la presente invencion, una sustancia
fisiolégicamente activa puede usarse, por ejemplo, para estimular la afinidad de un tejido protésico implantado de la
presente invencion.

El término “citocina” se usa en el presente documento en el sentido mas amplio en la técnica y hace referencia a una
sustancia fisioldgicamente activa que se produce en una célula y actia en la misma célula o en una diferente.
Generalmente, las citocinas son proteinas o polipéptidos que tienen una funcién de controlar una respuesta
inmunoldgica, regular el sistema endocrino, regular el sistema nervioso, actuar contra un tumor, actuar contra un
virus, regular el crecimiento celular, regular la diferenciacion celular o similares. En el presente documento, las
citocinas estan en forma de una proteina o un acido nucleico o en otras formas. En la practica real, las citocinas
normalmente son proteinas.

Las expresiones “factor de crecimiento” o “factor de crecimiento celular” se usan en el presente documento de forma
intercambiable y cada una hace referencia a una sustancia que estimula o controla el crecimiento celular. Los
factores de crecimiento también se denominan “factores de proliferacién” o “factores de desarrollo”. Los factores de
crecimiento pueden afiadirse al medio de cultivo celular o tisular sustituyendo por macromoléculas séricas. Se ha
revelado que una serie de factores de crecimiento tienen una funcién de controlar la diferenciaciéon ademas de una
funcion de estimular el crecimiento celular.

Ejemplos de citocinas incluyen de forma representativa, entre otros, interleucinas, quimiocinas, factores
hematopoyéticos tales como factores estimulantes de las colonias, un factor de necrosis tumoral, interferones, un
factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), un factor de crecimiento epidérmico (EGF), un factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF), un factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), un factor de crecimiento endotelial
(VEGF), cardiotrofina y similares, que tienen actividad de proliferacion.

Las sustancias celulares fisioldgicamente activas, tales como citocinas, factores de crecimiento y similares
normalmente tienen redundancia de su funcién. De acuerdo con lo anterior, la referencia en el presente documento a
una citocina o factor de crecimiento concreto mediante un nombre o funcién también incluye cualquier otro nombre o
funcién por el cual lo conocen los expertos en la técnica, siempre que el factor tenga la actividad de una sustancia
celular fisiolégicamente activa para su uso en la presente invencion. Las citocinas o factores de crecimiento se
pueden usar en un agente terapéutico o farmacéutico de acuerdo con una realizaciéon preferida de la presente
invencion, siempre que tengan actividad preferible como se describe en el presente documento.

Por tanto, en una realizaciéon de la presente invencion se reveld que cuando dicha citocina o factor de crecimiento
(por ejemplo, HGF) se proporciona a un lugar de implantacion (por ejemplo, un lugar de implantacioén del miocardio
etc.) junto con un tejido protésico o estructura tridimensional de la presente invencion, se observan la afinidad del
tejido protésico o estructura tridimensional y una mejora de la funcion del lugar de implantacion. Por tanto, la
presente invencién también proporciona dicha terapia combinada.

Como se usa en el presente documento, el término “diferenciacion” hace referencia a un proceso de desarrollo del
estado de las partes compuestas de organismos, tales como células, tejidos u érganos, y un proceso en el cual se
forma un tejido u érgano caracteristico. El término “diferenciacion” se usa principalmente en embriologia, biologia del
desarrollo y similares. En los organismos se forman varios tejidos y 6rganos a partir de divisiones de un huevo
fertilizado (una unica célula) hasta un adulto. En estadios tempranos del desarrollo (es decir, antes de la division
celular o después de una division celular insuficiente), cada célula o grupo celular no tiene una caracteristica
morfolégica o funcional y no es muy distinguible. Dicho estado se denomina “indiferenciado”. La “diferenciacion” se
puede producir a nivel de 6rganos. Una célula que constituye un organo se puede desarrollar en varias células o
grupos de células que tienen diferentes caracteristicas. Este fendmeno también se denomina diferenciaciéon en un
organo en la formacion del érgano. Por tanto, un tejido protésico o estructura tridimensional de la presente invencion
puede comprender un tejido que incluye células diferenciadas.

Como se usa en el presente documento, los términos “implante”, “injerto” e “injerto tisular” se usan de forma
intercambiable en relacion con tejido homaologo o heterdlogo o un grupo celular o un material artificial, que se inserta
en un sitio concreto de un cuerpo y, después, forma una parte del cuerpo. Por tanto, un tejido protésico o estructura
tridimensional de la presente invencion se puede usar como implante. Entre los ejemplos de injertos convencionales
se incluyen o6rganos o partes de 6rganos, vasos sanguineos, tejido de tipo vaso sanguineo, corazon, valvulas
cardiacas, pericardio y similares. Por tanto, los injertos abarcan uno cualquier de estos que se inserta en una parte
deficiente para compensar la deficiencia. Los injertos incluyen, entre otros, autoinjertos, aloinjertos y xenoinjertos,
que dependen del tipo de su donante.

Como se usa en el presente documento, el término “autoinjerto” (un tejido, una célula, un érgano etc.) hace
referencia a un injerto (un tejido, una célula, un érgano etc.) que se implanta en el mismo individuo del que deriva el
injerto. Como se usa en el presente documento, el término “autoinjerto” (un tejido, una célula, un érgano etc.) puede
abarcar un injerto de un individuo genéticamente idéntico (por ejemplo, un gemelo idéntico) en un sentido amplio.
Como se usa en el presente documento, los términos “autélogo” y “derivado de un sujeto” se usan de forma
intercambiable. Por tanto, la expresion “no derivado de un sujeto” en relacion con un injerto indica que el injerto no
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es antdlogo (es decir, heterdlogo).

Como se usa en el presente documento, el término “aloinjerto” (un tejido, una célula, un érgano etc.) hace referencia
a un injerto (un tejido, una célula, un érgano etc.) que se implanta en un individuo que es de la misma especie pero
es genéticamente diferente del que deriva el injerto. Dado que un aloinjerto (un tejido, una célula, un érgano etc.) es
genéticamente diferente de un individuo (receptor) donde se implanta el injerto, el injerto puede provocar una
reaccion inmunoldégica. Dicho injerto (un tejido, una célula, un 6rgano etc.) incluye, entre otros, por ejemplo, un
injerto (un tejido, una célula, un érgano etc.) derivado de un padre.

Como se usa en el presente documento, el término “xenoinjerto” (un tejido, una célula, un 6rgano etc.) hace
referencia a un injerto (un tejido, una célula, un érgano etc.) que se implanta de una especie diferente. Por tanto, por
ejemplo, cuando un ser humano es un receptor, un injerto derivado de porcino (un tejido, una célula, un érgano etc.)
se denomina xenoinjerto (un tejido, una célula, un érgano etc.).

Como se usa en el presente documento, “receptor” (aceptor) hace referencia a un individuo que recibe un injerto (un
tejido, una célula, un érgano etc.) o materia implantada (un tejido, una célula, un érgano etc.) y también se denomina
“huésped”. Por el contrario, un individuo que proporciona un injerto (un tejido, una célula, un érgano etc.) o materia
implantada (un tejido, una célula, un érgano etc.) se denomina “donante” (proveedor).

Con una técnica de formacion de tejido protésico de la presente invencion se puede usar un tejido protésico derivado
de células madre mesenquimatosas. Esto es porque un tejido protésico (por ejemplo, tejidos membranosos, 6rganos
etc.) formado mediante el método de la presente invencion puede exhibir una funcidon deseada mientras que la tasa
de lesidn tisular se mantiene a un nivel que no interfiere con la terapia (es decir, un nivel bajo). Convencionalmente,
los tejidos u 6rganos se usan como injertos sin modificar. Por el contrario, la presente invencion proporciona un
tejido que comprende células conectadas tridimensionalmente. Dicho tejido protésico tridimensional no se puede
conseguir mediante técnicas convencionales y, por tanto, constituye un efecto significativo de la presente invencion.

Como se usa en el presente documento, el término “sujeto” hace referencia a un organismo al que se aplica el
tratamiento de la presente invencion y también se denomina “paciente”. Un paciente o sujeto puede ser,
preferentemente, un ser humano.

Las células usadas opcionalmente en un tejido protésico, estructura tridimensional o injerto tisular de la presente
invencion pueden derivar de un origen singeneico (origen propio=, un origen alogénico (origen no propio) o un origen
heterdlogo. En vista de las reacciones de rechazo, son preferibles las células singeneicas. Si las reacciones de
rechazo no producen problemas se pueden usar células alogénicas. Las células que provocan reacciones de
rechazo se pueden usar tratando opcionalmente las células de un modo que superen las reacciones de rechazo. Los
procedimientos para evitar reacciones de rechazo se conocen en la técnica (véase, por ejemplo, Shin Gekagaku
Taikei, Dai 12 Kan, Zoki Ishoku (Shinzo Ishoku Hai Ishoku Gijutsuteki, Rinriteki Seibi kara Jisshi ni Mukete [New
Whole Surgery, Vol. 12, Organ Transplantation (Heart Transplantation Lung Transplantation From Technical and
Ethical Improvements to Practice)" (32 edicion revisada.), Nakayama Shoten]. Entre los ejemplos de dichos métodos
se incluyen un método que usa inmunosupresores o farmacos esteroideos y similares. Por ejemplo, actualmente
existen los siguientes inmunosupresores para prevenir las reacciones de rechazo: ‘“ciclosporina”
(SANDIMMUNE/NEORAL); "tacrolimus" (PROGRAF); "azatioprina" (IMURAN); "hormona esteroidea" (prednina,
metilprednina); y "anticuerpos frente a linfocitos T" (OKT3, ATG, etc.). Un método que se usa en todo el mundo como
terapia de inmunosupresion preventiva en muchas instalaciones es el uso simultaneo de tres farmacos: ciclosporina,
azatioprina y hormona esteroidea. Un inmunosupresor se administra deseablemente de forma concurrente con un
agente farmacéutico de la presente invencion. La presente invencion no esta limitada a esto. Un inmunosupresor se
puede administrar antes o después de un método de regeneracién/terapéutico de la presente invencion siempre que
se pueda conseguir un efecto de inmunosupresion.

Las células usadas en la presente invencion pueden derivarse de cualquier organismo (por ejemplo, vertebrados e
invertebrados). Preferentemente se usan células derivadas de vertebrados. Mas preferentemente se usan células
derivadas de mamiferos (por ejemplo, primates, roedores etc.). Incluso mas preferentemente se usan células
derivadas de primates. Lo mas preferentemente se usan células derivadas de un ser humano. Normalmente se
usan, preferentemente, células de la misma especie que el huésped.

Entre los ejemplos de un sujeto tratado mediante un tejido protésico de la presente invencion se incluyen el corazon
que sufre una cardiopatia (por ejemplo, insuficiencia cardiaca, cardiopatias isquémicas, infarto de miocardio,
miocardiopatia, miocarditis, miocardiopatia hipertréfica, miocardiopatia hipertréfica dilatada y miocardiopatia
dilatada), vasos sanguineos en un parche pericardico, miocardio infartado extremidades inferiores y superiores, y
similares.

Los tejidos objeto de la presente invencién pueden ser cualquier 6rgano de un organismo y pueden derivar de
cualquier organismo. Los ejemplos de organismos dirigidos por la presente invencion incluyen vertebrados e
invertebrados. Preferentemente, los organismos objetivo de la presente invencidon son mamiferos (por ejemplo,
primates, roedores etc.). Mas preferentemente, los organismos objeto de la presente invencién son primates. Lo mas
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preferentemente, los organismos objeto de la presente invencion son seres humanos.

Cuando un tejido protésico, estructura tridimensional o similar de la presente invencion se usa como una valvula se
pueden usar técnicas bien conocidas en la materia para uso general de valvulas protésicas para implantar el tejido
protésico o similar. Por ejemplo, en la técnica se conocen bien valvulas de tejido heterdlogo sin endoprétesis. Por
ejemplo, se conocen valvulas de tejido heterdlogo sin endoprétesis. En las valvulas de tejido heterélogo, la presencia
de una endoprotesis reduce el area eficaz del puerto de la valvula, que conduce a la calcificacion o degeneracion de
las valvas de la valvula. Recientemente, usando la morfologia de la parte de la base de la aorta porcina, una
endoprétesis de valvula de tejido heterdlogo sin endoprétesis ha atraido la atenciéon como valvula protésica para la
valvula adrtica (Gross C., et al., Ann. Thorac. Surg., 68:919, 1999). Se considera que la ausencia de una
endoprotesis tiene como resultado una pequefia diferencia de presion a través de la valvula, incluso cuando
inevitablemente se usa una valvula de pequefio tamafo y también es eficaz para el agrandamiento postoperatorio
del ventriculo izquierdo. Adicionalmente, la elasticidad de la parte de base de la aorta se mantiene, el estrés a la
cuspide es pequefio y cabe esperar que la durabilidad mejore en comparacion con una valvula de tejido con una
endoprotesis. Adicionalmente se pueden usar valvulas de tejido heterélogo sin endoprotesis en el caso de
endocarditis debido a infeccion o infecciéon de la valvula protésica. En la actualidad, se han notificado resultados
postoperatorios a plazo medio sustancialmente satisfactorios de valvulas de tejido heterdlogo sin endoprétesis en
EE.UU. y Europa, y cabe esperar que los resultados a largo plazo sean satisfactorios (Gross C., et al., Ann. Thorac.
Surg., 68:919, 1999).

Como se usa en la presente invencion, la expresion “tamafio grande” en relacion con un tejido protésico hace
referencia al tamafio de una parte del mismo que no tiene poros. Representativamente, la expresiéon “tamafio
grande” significa que la longitud en una direccion longitudinal de una parte que no tiene poros es de al menos 1 cm,
preferentemente de al menos 1,5 cm e incluso mas preferentemente de al menos 2 cm. En este caso, la longitud en
una direccién transversal del mismo también es de al menos 1 cm, preferentemente de al menos 1,5 cm e incluso
mas preferentemente de al menos 2 cm. La presente invencion no esta limitada a esto. Cuando un “tamafio grande”
esta representado por el area de un tejido protésico, el area de un circulo inscrito en una parte que no tiene poros es
normalmente de al menos 1 cmz, preferentemente de al menos 2 cm2, mas preferentemente de al menos 3 cmz,
incluso mas preferentemente de al menos 4 cm?, incluso todavia mas preferentemente de al menos 5 cm? y lo mas
preferentemente de al menos 6 cm?.

Como se usa en el presente documento, el término “flexibilidad” en relacién con un tejido protésico hace referencia a
una capacidad para aguantar estimulos fisicos procedentes de ambientes externos (por ejemplo, presion). Un tejido
protésico que tiene flexibilidad es preferible cuando el lugar de implantacion se mueve o se deforma de modo
autbnomo o mediante efectos externos. Por tanto, dicho tejido protésico que tiene flexibilidad conserva,
preferentemente, flexibilidad después de la implantacion.

Como se usa en el presente documento, la expresion “extensibilidad y contractibilidad” en relacién con un tejido
protésico hace referencia a una capacidad para aguantar estimulos de extensidon o contracciéon procedentes de
ambientes externos (por ejemplo, pulsacion). Un tejido protésico que tiene extensibilidad y contractibilidad es
preferible cuando el lugar de implantacién se somete a estimulos de extension o contraccion. Los ejemplos de
lugares de implantacion, que se someten a estimulos de extension o contraccion, incluyen, entre otros, corazoén,
musculo, articulacién, cartilago, tendén y similares. En una realizacién puede requerirse extensibilidad y
contractibilidad capaces de aguantar el movimiento de pulsacion del corazén.

Como se usa en el presente documento, la expresion “parte distinta del miocardio de un adulto” hace referencia a
cualquier parte, tejido, célula u 6rgano distinto del miocardio del corazén diferenciado terminalmente. Los ejemplos
de dichas partes, tejidos, células y drganos incluyen, entre otros, mioblastos esqueléticos, fibroblastos, células
sinoviales, células madre y similares. Estas células no tienen un marcador caracteristico de las células derivadas del
miocardio del corazén adulto. Dicho marcador (en lo sucesivo en el presente documento denominado “marcador de
miocardio adulto") puede estar en forma de una molécula de acido nucleico (expresion de ARNm), una proteina, una
matriz extracelular, un fenotipo especifico, una forma especifica de una célula o similar. Por tanto, los marcadores de
miocardio adulto que no se especifican en el presente documento se pueden usar para identificar un tejido protésico
de la presente invencion siempre que estos marcadores puedan indicar células derivadas del miocardio de un
adulto. Los ejemplos representativos de partes distintas del miocardio de un adulto incluyen, entre otros, partes del
corazon distintas del miocardio de adulto, partes que contienen células madre mesenquimatosas o células derivadas
de las mismas, otros tejidos, otros érganos, mioblastos (por ejemplo, mioblastos esqueléticos), fibroblastos, células
sinoviales y similares. Por tanto, identificando un marcador especifico caracteristico de otras partes distintas al
miocardio de un adulto, se pueden confirmar las partes distintas al miocardio.

Como se usa en el presente documento, la expresion “parte distinta del corazén de un adulto” hace referencia a
cualquier parte, tejido, célula u érgano distinto del corazén diferenciado terminalmente. Los ejemplos de dichas
partes, tejidos, células y drganos incluyen, entre otros, mioblastos esqueléticos, fibroblastos, células sinoviales,
células madre y similares. Estas células no tienen un marcador caracteristico de las células derivadas del corazén
adulto. Dicho marcador puede estar en forma de una molécula de acido nucleico (expresiéon de ARNm), una
proteina, una matriz extracelular, un fenotipo especifico, una forma especifica de una célula o similar. Por tanto, los
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marcadores de corazén adulto que no se especifican en el presente documento se pueden usar para identificar un
tejido protésico de la presente invencion siempre que estos marcadores puedan indicar células derivadas del
corazoén de adulto. Los ejemplos representativos de partes distintas del corazéon de un adulto incluyen, entre otros,
partes que contienen células madre mesenquimatosas o células derivadas de las mismas, otros tejidos, otros
organos, mioblastos (por ejemplo, mioblastos esqueléticos), fibroblastos, células sinoviales y similares. Por tanto,
identificando un marcador especifico caracteristico de otras partes distintas al corazén, se pueden confirmar las
partes distintas al corazén de un adulto.

Una “parte distinta al miocardio de un adulto” y una “parte distinta del corazén de un adulto” se pueden identificar
usando marcadores caracteristicos de células derivadas del miocardio de un adulto o del corazén de un adulto,
incluyendo mioblastos esqueléticos, fibroblastos, células sinoviales, células madre o similares (en lo sucesivo en el
presente documento denominado “marcador de miocardio no adulto” o “marcador de corazén no adulto”,
respectivamente). Si el marcador se expresa en menos de aproximadamente el 100 %, preferentemente menos de
aproximadamente el 80 %, mas preferentemente menos de aproximadamente el 50 %, incluso mas preferentemente
menos de aproximadamente el 25 %, en algunos casos menos de aproximadamente el 1 %, se pueden identificar
las partes descritas anteriormente. Los ejemplos de dichos marcadores incluyen, entre otros, cadena pesada lla de
la miosina, cadena pesada lIb de la miosina, cadena pesada lld de la miosina (lIx), CD56, MyoD, Myf5, miogenina y
similares. Por tanto, los marcadores de miocardio no adulto que no se especifican en el presente documento se
pueden usar para identificar un tejido protésico de la presente invencion siempre que estos marcadores puedan
indicar células derivadas de partes distintas al miocardio de un adulto. Asimismo, los marcadores de corazén no
adulto que no se especifican en el presente documento se pueden usar para identificar un tejido protésico de la
presente invencién siempre que estos marcadores puedan indicar células derivadas de partes distintas al corazén de
un adulto.

cadena pesada lla de la miosina (humana: N° de acceso NM_017534; SEC ID N° 1 y 2), cadena pesada llb de la
miosina (humana: N° de acceso NM_017533; SEC ID N° 3 y 4), cadena pesada lld (lIx) de la miosina (humana: N°
de acceso NM_005963; SEC ID N° 5 y 6) son marcadores especificos de mioblastos (Havenith M.G., Visser R.,
Schrijvers-van Schendel J.M., Bosman F.T., "Muscle Fiber Typing in Routinely Processed Skeletal Muscle With
Monoclonal Antibodies", Histochemistry, 1990; 93(5):497-499). Estos marcadores se pueden confirmar
principalmente observando la presencia de proteinas. Un anticuerpo contra la cadena pesada lla de la miosina, la
cadena pesada IIb de la miosina y la cadena pesada lld (lIx) de la miosina es, por ejemplo, MY-32 disponible en
Sigma. Este anticuerpo es especifico del musculo esquelético y no se une al miocardio (Webster C., Pavlath G.K.,
Parks D.R., Walsh F.S., Blau H.M., Exp. Cell. Res., 1988 Jan; 174(1):252-65; y Havenith M.G., Visser R., Schrijvers-
van Schendel J.M., Bosman F.T., Muscle Fiber Typing in Routinely Processed Skeletal Muscle with Monoclonal
Antibodies, Histochemistry, 1990, 93(5):497-499).

CD56 (humano: N° de acceso U63041; SEC ID N° 7 y 8) es un marcador especifico de mioblastos. Este marcador se
puede confirmar principalmente observando la presencia de ARNm.

MyoD (humano: N° de acceso X56677; SEC ID N° 9 y 10) es un marcador especifico de mioblastos. Este marcador
se puede confirmar principalmente observando la presencia de ARNm.

Myf5 (humano: N° de acceso NM_005593; SEC ID N° 11 y 12) es un marcador especifico de mioblastos. Este
marcador se puede confirmar principalmente observando la presencia de ARNm.

Miogenina (humana: N° de acceso BT007233; SEC ID N° 13 y 14) es un marcador especifico de mioblastos. Este
marcador se puede confirmar principalmente observando la presencia de ARNm.

En otras realizaciones se pueden usar otros marcadores especificos de otros tejidos. Los ejemplos de dichos
marcadores incluyen, entre otros, Oct-3/4, SSEA-1, Rex-1, Otx2, y similares para células madre embrionarias; VE-
cadherina, Flk-1, Tie-1, PECAM1, VWF, c-kit, CD34, Thy1, Sca-1, y similares para células endoteliales; a-actina de
musculo esquelético ademas de los marcadores descritos anteriormente para musculos esqueléticos; Nestina,
receptor de Glu, receptor de NMDA, GFAP, neuregulina-1, y similares para células nerviosas; c-kit, CD34, Thyl, Sca-
1, GATA-1, GATA-2, FOG, y similares para células hematopoyéticas.

Como se usa en el presente documento, el término “derivado” en relacion con las células significa que las células se
separan, aislan o extraen de una masa celular, tejido u érgano donde las células han estado originalmente presentes
o que las células son inducidas por las células madre.

Como se usa en el presente documento, la expresion “aplicable al corazén” significa que el corazén aplicado tiene la
capacidad de pulsar. Un tejido aplicable al corazén tiene una resistencia tal que el tejido puede aguantar la dilatacion
y la contraccion del corazoén pulsatil. En el presente documento, la aplicabilidad al corazén incluye la aplicabilidad al
miocardio. La aplicabilidad al corazén se puede determinar confirmando que un receptor que tiene un injerto
implantado sobrevive.
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Como se usa en el presente documento, la expresion “estructura tridimensional” hace referencia a un objeto que
comprende células que tienen conexion eléctrica intracelular y alineacion, y se extiende tridimensionalmente. La
expresion “estructura tridimensional” abarca objetos que tienen cualquier forma (por ejemplo, forma de lamina etc.).
Una estructura con forma de lamina comprende una Unica capa o una pluralidad de capas.

Como se usa en el presente documento, la expresion “lamina celular” se refiere a una estructura que comprende una
monocapa de células. Dicha lamina celular tiene al menos una conexién bioldgica bidimensional. La lamina que tiene
conexion bioldgica se caracteriza por que después de producir la lamina, la conexiéon entre las células no se
destruye sustancialmente incluso cuando la lamina se manipula individualmente. Dicha conexidn biolégica incluye
conexion intracelular a través de una matriz extracelular.

Como se usa en el presente documento, la expresion “conexiéon biologica” respecto a la relaciéon entre células
significa que hay determinada interaccion entre las células. Los ejemplos de dicha interaccion incluyen, entre otros,
interaccion a través de moléculas bioldgicas (por ejemplo, matriz extracelular), interaccion a través de la
transduccion de sefal, interaccion eléctrica (conexion eléctrica, tal como sincronizacion de sefiales eléctricas o
similares) y similares. Con el fin de confirmar la interacciéon se usa un ensayo adecuado para una caracteristica de la
interaccion. Con el fin de confirmar la interaccion fisica a través de moléculas biolégicas se mide la resistencia de un
tejido protésico, una estructura tridimensional o similar (por ejemplo, una prueba de traccion). Con el fin de confirmar
la interaccion a través de la transduccion de la sefial se investiga la expresion génica o similar. Con el fin de
confirmar la interaccion eléctrica, se mide el potencial eléctrico de un tejido protésico, una estructura tridimensional o
similar para determinar si el potencial eléctrico se propaga o no con ondas constantes. Por tanto, preferentemente, la
conexion fisica se puede determinar observando si la conexién se establece o no sin un armazén. En la presente
invencion, normalmente es suficiente que se proporcione al menos una conexién bioldgica bidimensional. En una
realizacion preferida, es ventajoso que se proporcione una conexion bioldgica tridimensional. En este caso se puede
formar una estructura tridimensional. Preferentemente, existe conexion biolégica sustancialmente uniformemente en
todas las direcciones en el espacio tridimensional. En otra realizacion, se puede usar el tejido protésico, una
estructura tridimensional y similar, que tiene conexion biolégica bidimensional sustancialmente uniforme y conexion
bioldgica ligeramente mas débil en la tercera dimension.

Un tejido protésico, una estructura tridimensional o similar de la presente invencion se puede proporcionar usando
métodos de preparacién conocidos, como un producto farmacéutico o, como alternativa, como un farmaco para
animales, un seudofarmaco, un farmaco marino, un producto cosmético y similares.

Los animales objetivo de la presente invencion incluyen cualquier organismo siempre que tenga organos (por
ejemplo, animales (por ejemplo, vertebrados, invertebrados)). Preferentemente, el animal es vertebrado (por
ejemplo, mixiniformes, petronyzoniformes, condrichthyes, osteichthyes, anfibios, reptiles, aves, mamiferos, etc.), mas
preferentemente mamiferos (por ejemplo, monotremados, marsupiales, edentados, dermdpteros, quirdpteros,
carnivoros, insectivoros, proboscideos, perisodactilos, artiodactilos, tubulidentados, folidotas, sirénidos, cetaceos,
primates, roedores, lagomorfos etc.). Ejemplos ilustrativos de un sujeto incluyen, entre otros, animales, tales como
ganado vacuno, cerdos, caballos, pollos, gatos, perros y similares. Mas preferentemente, se usan primates (por
ejemplo, chimpancé, mono japonés, humano etc.). Lo mas preferentemente se usa un ser humano. Esto es porque
existe limitacion a las terapias de implantacion.

Cuando la presente invencién se usa como agente farmacéutico, puede comprender ademas un vehiculo
farmacéuticamente aceptable o similar. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable contenido en un medicamento de
la presente invencion incluye cualquier material conocido en la técnica.

Ejemplos de dicho vehiculo farmacéuticamente aceptable incluyen, entre otros, antioxidantes, conservantes,
colorantes, agentes aromatizantes, diluyentes, emulsionantes, agentes de suspension, disolventes, cargas, agentes
espesantes, tampones, vehiculos de liberacién, adyuvantes agricolas o farmacéuticos, y similares.

Los expertos en la técnica pueden determinar facilmente la cantidad de un agente farmacéutico (por ejemplo, un
tejido protésico, un compuesto farmacéutico usado junto con el mismo etc.) usada en el método de tratamiento de la
presente invencion con referencia a la finalidad de uso, una enfermedad diana (tipo, gravedad y similares), la edad
del paciente, el peso, el sexo y el historial de casos, la forma o tipo de la célula y similares. La frecuencia del método
de tratamiento de la presente invencion aplicado a un sujeto (o paciente) también la determinan los expertos en la
técnica con respecto a la finalidad de uso, la enfermedad objetivo (tipo, gravedad y similar), la edad del paciente, el
peso, el sexo y el historial de casos, la progresion de la terapia y similares. Ejemplos de la frecuencia incluyen de
una vez al dia a varios meses (por ejemplo, de una vez a la semana a una vez al mes). Preferentemente, la
administracion se realiza de una vez a la semana o mes con referencia a la progresion.

Como se usa en el presente documento, el término “administrar” en relacién con un tejido protésico, estructura
tridimensional o similar de la presente invenciéon o un agente farmacéutico que lo comprende significa que se
administrar de forma individual o en combinacién con otros agentes terapéuticos. Un tejido protésico de la presente
invencion se puede introducir en los puntos de terapia (por ejemplo, corazéon deteriorado etc.) mediante los
siguientes métodos, en las formas siguientes y en las cantidades siguientes. Los ejemplos de los métodos de
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introduccion incluyen, entre otros, fijacion directa, sutura tras fijacion, insercion y similares. Por ejemplo, un tejido
protésico y una estructura tridimensional de la presente invencion se puede aplicar mediante los métodos descritos
anteriormente en una zona deteriorada de tejido miocardico isquémico causada por infarto de miocardio, angina de
pecho o similares. Las combinaciones se pueden administrar de forma concomitante (por ejemplo como una mezcla)
por separado pero simultanea o concurrentemente, o de forma secuencial. Esto incluye presentaciones en las que
los agentes combinados se administran juntos como una mezcla terapéutica y, también, procedimientos en los
cuales los agentes combinados se administran por separado pero de forma simultanea (por ejemplo, un tejido
protésico o similar se proporciona directamente mediante operacion mientras que otros agentes farmacéuticos se
proporcionan mediante inyeccion intravenosa). La administracion “en combinacion” incluye ademas la administracion
separada de uno de los compuestos o agentes administrados primero, seguido del segundo.

Como se usa en el presente documento, el término “refuerzo” significa que se mejora la funcion de una parte
objetivo de un organismo.

Como se usa en el presente documento, el término “instrucciones” describen un método de administrar un
medicamento, un método para diagndstico o similares de la presente invencion para personas que administren, o a
las que se administre, el medicamento o similar o para persona que diagnostiquen o que se le diagnostique (por
ejemplo, médicos, pacientes y similares). Las instrucciones describen una declaracion que indica un método
adecuado para administrar un diagndstico, un medicamento o similar de la presente invencion. Las instrucciones se
preparan de acuerdo con un formato definido por una autoridad de un pais donde se pone en practica la presente
invencion (por ejemplo el Ministerio de Salud, Trabajo y Bienestar de Japdn, la Administracion de Alimentos y
Farmacos de EE.UU. (FDA) y similares), que describa explicitamente que las instrucciones estan aprobados por la
autoridad. Las instrucciones son la denominada ficha técnica y normalmente se proporcionan en medio de papel.
Las instrucciones no estan tan limitadas y se pueden proporcionar en forma de medios electronicos (por ejemplo,
sitios web, correos electronicos y similares proporcionados en Internet).

Como se usa en el presente documento, la expresién “macromolécula respondedora a estimulos” hace referencia a
una macromolécula que cambia de forma y/o de propiedad en respuesta a un estimulo, es decir los cambios se
producen entre antes y después del estimulo. Los ejemplos de dicho estimulo incluyen, entre otros, la exposicion a
la luz, la aplicacién de campo eléctrico, un cambio en la temperatura, un cambio en el pH, la adicion de una
sustancia quimica, y similares. Los ejemplos de macromoléculas respondedoras a estimulo incluyen, entre otros,
poli(N-isopropilacrilamida), copolimero de poli(N-isopropilacrilamida-acido acrilico), copolimero de poli(N-
isopropilacrilamida-metilmetacrilato), copolimero de poli(N-isopropilacrilamida-acrilato sédico), copolimero de poli(N-
isopropilacrilamida-vinilferroceno), poli(vinilmetiléter) (PVME) expuesto a rayos vy, poli(oxietileno), una resina
obtenida incorporando un material biolégico (por ejemplo, acido nucleico, etc.) en una macromolécula, y un gel
obtenido mediante reticulacion de las macromoléculas descritas anteriormente con un agente de reticulacion y
similares.

Como se usa en el presente documento, la expresion “macromolécula respondedora a la temperatura” se refiere a
una macromolécula que cambia su forma y/o propiedad en respuesta a la temperatura. Los ejemplos de
macromoléculas respondedoras a la temperatura incluyen, entre otros, poli(N-isopropilacrilamida), copolimero de
poli(N-isopropilacrilamida-acido acrilico), copolimero de poli(N-isopropilacrilamida-metilmetacrilato), copolimero de
poli(N-isopropilacrilamida-acrilato sédico), copolimero de poli(N-isopropilacrilamida-vinilferroceno), poli(viniimetiléter)
(PVME) expuesto a rayos y, poli(oxietileno), y un gel obtenido mediante reticulacion de las macromoléculas descritas
anteriormente con un agente de reticulacion y similares. Los ejemplos preferidos de macromoléculas respondedoras
a la temperatura incluyen, entre otros, poli(N-isopropilacrilamida), copolimero de poli(N-isopropilacrilamida-
metacrilato de metilo), copolimero de poli(N-isopropilacrilamida-acrilato sédico) y un gel obtenido mediante
reticulacion de las macromoléculas descritas anteriormente con un agente de reticulacion y similares Por ejemplo,
una macromolécula respondedora a la temperatura usada en el presente documento tiene una temperatura de
solucion critica superior o inferior a la del agua de 0 °C a 80 °C. La presente invencién no esta limitada a esto. La
expresion “temperatura de solucién critica” se refiere a un umbral de temperatura que cambia una forma y/o
propiedad. Preferentemente, en el presente documento se puede usar poli(N-isopropilacrilamida).

Por ejemplo, el poliviniimetiléter expuesto a rayos y forma un hidrato a temperatura ambiente en solucién acuosa
que, a su vez, se hincha. Se sabe que a medida que la temperatura aumenta, la sustancia se deshidrata, de forma
que la solucion se contrae y se convierte en un gel de macromolécula sensible al calor. El gel de PVME, que es
uniforme y transparente como una gelatina, se vuelve turbio (es decir, cambia su transparencia) si se calienta. Si el
gel se proporciona con una estructura porosa o se conforma en fibras o particulas, el gen se puede extender o
contraer a una velocidad alta. Se cree que un gel de PVME poroso y de tipo fibra puede extenderse o contraerse en
menos de un segundo (véase http://www.aist.go.jp/NIMC/overview/v27-j.html, publicacién japonesa abierta a
consulta por el publico n® 2001-213992 y publicacion japonesa abierta a consulta por el publico n® 2001-131249). El
gen de N-isopropilacrilamida (es decir, poli(N-isopropilacrilamida) también se conoce como un gel respondedor a la
temperatura. Si la poli(N-isopropilacrilamida) se copolimeriza con un monémero hidrofébico, la temperatura que le
permite cambiar su forma y/o propiedad se puede reducir. Si la poli(N-isopropilacrilamida) se copolimeriza con un
monomero hidrofilico, la temperatura que le permite cambiar su forma y/o propiedad se puede aumentar. Usando
este caracter, es posible preparar una carga respondedora a une estimulo deseado. Dicha técnica se puede aplicar
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a otras macromoléculas respondedoras a la temperatura.

Como se usa en el presente documento, la expresion “enzima de degradacién de proteinas” tiene el mismo
significado que se usa habitualmente en la técnica y hace referencia a una enzima que cataliza la degradacion de
las proteinas. Esta enzima también se denomina “proteasa”.

Como se usa en el presente documento, la expresion “pelicula de matriz regular” hace referencia a una pelicula que
tiene una estructura donde los elementos se disponen segun una norma determinada. Los ejemplos de la estructura
de dicha pelicula incluyen, entre otros, estructura en panal, estructura en linea, estructura en puntos y similares. Un
tejido protésico de la presente invencion preferentemente se produce con dicha matriz regular. La pelicula puede
estar hecha de un material biodegradable (por ejemplo, acido poli-L-lactico (PLLA), etc.). Con el fin de producir una
pelicula elastica se puede usar (poli (e-caprolactona) (PCL) o similar.

En la ingenieria celular, ingenieria tisular o similar, el cultivo celular suele requerir material de base para las células
del armazén. Se sabe que la interaccidon célula-célula se ve afectada no solo por las propiedades quimicas de las
superficies celulares sino también por la forma diminuta de las células. Para el fin de controlar las funciones
celulares, es importante disefiar tanto las propiedades quimicas de las superficies del material en contacto con las
células como la estructura diminuta de las células. Se ha revelado que en las peliculas porosas que tienen estructura
en panal, el patron en panal proporciona una superficie de adhesion celular y la estructura porosa proporciona
acceso a las bases que soportan las células y las vias de suministro de nutrientes. Por tanto, es preferible usar la
estructura en panal.

La pelicula con estructura en panal se puede usar como base para organizar las células en un érgano protésico o un
tejido protésico, por ejemplo. Puede que se desee que dicho érgano o tejido protésico o similar se absorba en el
cuerpo. Por tanto, la base se absorbe, deseablemente, en el cuerpo después de un determinado periodo de tiempo.
Los materiales convencionales, que tienen una estructura en panal, mantienen de forma estable la estructura
durante un periodo de tiempo necesario para cultivo celular y, después, se degradan, se describen en, por ejemplo,
la publicacién japonesa abierta a consulta por el publico n° 2001-157574, la publicacion japonesa abierta a consulta
por el publico n® 2002-335949, y similares.

La publicacién japonesa abierta a consulta por el publico n® 2001-157574 divulga una estructura en panal y una
pelicula que consiste en la estructura en panal. La estructura en panal se obtiene del siguiente modo. Una solucion
de disolvente organico hidrofébico que consiste en de 50 a 99 % en peso/peso de un polimero biodegradable y de
50 a 1 % en peso/peso de un polimero antipatico se vierte sobre un sustrato en atmdsfera que tiene una humedad
relativa del 50 al 95 %, seguido de evaporacion gradual del disolvente organico y la concurrente condensacion de
rocio sobre la superficie de la solucion vertida. Las pequefias gotas de rocio causadas por la condensacion se
evaporan. Como resultado se obtiene una estructura en panal. La publicaciéon japonesa abierta a consulta por el
publico n® 2002-335949 describe que la pelicula descrita anteriormente que tiene una estructura en panal se puede
usar para formar una agregacion tridimensional de células organizadas en orden que es similar al tejido bioldgico.

Una pelicula se produce del siguiente modo. Una solucion de disolvente organico hidrofébico de un tnico polimero
biodegradable y antipatico o una mezcla de polimeros que contiene un polimero biodegradable y un polimero
anfipatico se vierte sobre un sustrato, seguido de la evaporacion del disolvente organico y la condensacion de rocio
concurrente sobre la superficie de la solucién vertida. Las pequefias gotas de rocio causadas por la condensacion se
evaporan.

Se puede usar un unico polimero biodegradable y antipatico o, como alternativa, una mezcla de polimeros que
contiene una pluralidad de polimeros que incluyen polimero(s) biodegradables y polimero(s) anfipaticos.

Como polimeros biodegradables que se pueden usar en la presente invencion, a la luz de la solubilidad en
disolventes organicos son preferibles los poliésteres alifaticos biodegradables (por ejemplo, poli(acido lactico),
poli(acido hidroxibutirico), policaprolactona, poli(adipato de etileno), poli (adipato de butileno), etc.), policarbonato
alifatico (carbonato de polibutileno, carbonato de polietileno etc.) y similares. En particular, a la luz de la
disponibilidad, el precio y similares son deseables el poli(acido lactico) y la policaprolactona.

Los polimeros anfipaticos que se pueden usar son preferentemente no toxicos a la luz de su uso como material base
para el cultivo celular. Los ejemplos de dichos polimeros anfipaticos incluyen, entre otros, copolimero de bloque de
polietilenglicol/polipropileno; un polimero antipatico que tiene un polimero de acrilamida como cadena principal
(estructura principal), un grupo dodecilo como cadena lateral hidréfoba y un grupo de lactosa o un grupo carboxilo
como cadena lateral hidréfila; un complejo idénico de una macromolécula anidnica (por ejemplo, heparina,
dextranosulfato, acido nucleico (por ejemplo, ADN, ARN etc.), etc.) y una cadena larga de sal de alquilamonio; un
polimero antipatico que tiene una proteina hidrosoluble (por ejemplo, gelatina, colageno, albimina etc.) como grupo
hidréfilo; y similares. Los ejemplos de un Unico polimero biodegradable y antipatico incluyen, entre otros, copolimero
de bloque de acido polilactico/polietilenglicol, copolimero de bloque de poli(e-caprolactona)/polietilenglicol,
copolimero de bloque de poli(acido malico) / (un éster de alquilo de acido polimalico) y similares.
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Como se usa en el presente documento, la expresion “corazéon deteriorado” y “miocardio deteriorado” hace
referencia a un corazén y a un miocardio, respectivamente, que tienen un deterioro, incluyendo, entre oftros,
deterioros isquémicos y similares. Los ejemplos de los deterioros isquémicos incluyen, entre otros, infarto de
miocardio, angina de pecho y similares.

Como se usa en el presente documento, la expresion “agente estimulante tridimensional” hace referencia a un
agente que estimula la conexién biolégica en una tercera dimension después de preparar un grupo de células. Los
ejemplos de dicho agente incluyen de forma representativa agentes capaces de estimular la secrecién de una matriz
celular. Los ejemplos de un agente estimulante tridimensional incluyen, entre otros, acido ascoérbico o un derivado
del mismo (por ejemplo, acido 2-fosfato-ascorbico, acido 2-fosfato-ascoérbico, L-ascorbato sédico etc.) y similares.
Preferentemente, un agente estimulante tridimensional puede ser, preferentemente, un componente de una matriz
extracelular de una parte objetivo mediante la aplicacién y/o uno o mas componentes capaces de estimular la
secrecion de una matriz extracelular en una cantidad similar. Cuando un agente estimulante tridimensional
comprende una pluralidad de componentes, los componentes pueden ser componentes de una matriz extracelular
de una parte objetivo mediante la aplicacion y/o uno o mas componentes capaces de estimular la secrecion de una
matriz extracelular en una cantidad similar.

Como se usa en el presente documento, la expresion “acido ascoérbico o un derivado del mismo” incluye acido
ascorbico y un analogo del mismo (por ejemplo, acido 2-fosfato-ascorbico, acido 1-fosfato-ascorbico, etc.), y una sal
del mismo (por ejemplo, sal de sodio, sal de magnesio etc.).

(Descripcion de las realizaciones preferidas)

En lo sucesivo en el presente documento, se describiran las realizaciones preferidas de la presente invencién. Las
siguientes realizaciones se proporcionan para una mejor comprension de la presente invencion y el alcance de la
presente invencion no debe limitarse a la descripcion siguiente. Los expertos en la técnica apreciaran claramente
que se pueden realizar variaciones y modificaciones sin desviarse del alcance de la presente invencion con
referencia a la memoria descriptiva.

De acuerdo con un aspecto de la presente invenciéon se proporciona una estructura tridimensional aplicable al
corazon, que comprende una célula derivada de una parte distinta a la del miocardio de un adulto. Estructuras
tridimensionales convencionales aplicables al corazén comprenden una célula derivada del miocardio de un adulto y
tienen un tamafo pequefio y mal rendimiento. La presente invencion es la primera en el mundo en proporcionar una
estructura tridimensional aplicable al corazén que comprende una célula derivada de una parte distinta al miocardio
de un adulto (es decir, no embrién) cultivando la célula de la parte distinta al miocardio de un adulto en condiciones
especificas (por ejemplo, en presencia de un agente estimulante tridimensional etc.) La estructura tridimensional
comprende una célula preferentemente sustancialmente una célula y un componente derivado de la célula (por
ejemplo, una matriz extracelular etc.). Por tanto, en una realizacion preferida, la estructura tridimensional de la
presente invencion comprende un material bioldgico y, por consiguiente, supera de forma ventajosa los
inconvenientes debidos a un armazoén (por ejemplo, mala biocompatibilidad, inmunogeneicidad etc.) en comparacion
con las estructuras convencionales que tienen un armazoén.

Una célula contenida en la estructura tridimensional de la presente invencion es una célula madre mesenquimatosa.
Aunque sin desear quedar ligado a teoria alguna, la razén de que una célula mesenquimatosa es preferible es que la
propia célula mesenquimatosa tiene una excelente compatibilidad con el corazén y puede tener capacidad para
diferenciarse en el tejido cardiaco.

Los ejemplos de una célula mesenquimatosa incluyen, entre otros, médula 6sea, células grasas, células sinoviales y
similares.

Por tanto, cultivando adecuadamente células derivadas de partes distintas al miocardio antdlogo se puede reparar
un corazoén defectuoso sin cirugia de implantacion.

En una realizacién preferida, una célula usada en la presente invencioén es, de forma ventajosa, una célula derivada
de un sujeto a la que se aplica una estructura tridimensional. En este caso, una célula usada en el presente
documento también se denomina célula autdloga. Usando células autdlogas se pueden prevenir o reducir las
reacciones inmunoldgicas de rechazo.

En otra realizacion, una célula usada en la presente invencion puede ser una célula no derivada de un sujeto a la
que se aplica una estructura tridimensional. En este caso, preferentemente se adopta una medida para prevenir las
reacciones inmunoldgicas de rechazo.

En ofra realizaciéon, una célula usada en la estructura tridimensional de la presente invencién contiene
sustancialmente nada de marcador cardiaco adulto. En base al hecho de que la célula no contiene sustancialmente
marcador cardiaco adulto, es posible confirmar que la estructura tridimensional usa una célula no derivada de
corazon adulto. La estructura tridimensional de la presente invenciéon puede evitar el uso del corazén de un adulto
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para aumentar significativamente el potencial de las terapias cardiacas.

El marcador de corazén adulto descrito anteriormente se expresa a menos de un nivel que normalmente posee un
corazoén adulto o tejido del mismo. Por ejemplo, dicho nivel puede ser inferior a aproximadamente el 100 % del nivel
natural de un corazén adulto o un tejido del mismo, preferentemente inferior a aproximadamente el 80 %, mas
preferentemente inferior a aproximadamente el 50 %, incluso mas preferentemente inferior a aproximadamente el 20
%, todavia mas preferentemente inferior a aproximadamente el 10 % e incluso todavia mas preferentemente inferior
a aproximadamente el 5 %.

En una realizacion preferida, una célula usada en la estructura tridimensional de la presente invencién contiene
sustancialmente nada de marcadores de corazéon adulto. Confirmando la ausencia de todos los marcadores de
corazon adulto, es posible confirmar con mas fiabilidad que la estructura no es un corazén adulto. Obsérvese que no
todos los marcadores de corazén adulto se comprueban siempre.

Una célula usada en la estructura tridimensional de la presente invencién es una célula madre mesenquimatosa. Las
células derivadas de un corazon tienen una fuente de suministro limitada y las células derivadas de un corazén
antdlogo estan sustancialmente no disponibles. Por tanto, es preferible el uso de las células no derivadas de un
corazon.

La estructura tridimensional de la presente invencion normalmente es aplicable al corazén y puede aplicarse a otros
organos. Preferentemente, la estructura tridimensional de la presente invencion se puede aplicar a un miocardio.

En una realizacién, la estructura tridimensional de la presente invencién comprende una lamina celular que tiene al
menos una capa. En una realizaciéon determinada, la estructura tridimensional de la presente invencién comprende
una lamina celular que tiene solo una capa. Proporcionando una lamina celular, la naturaleza intacta o no porosa de
la estructura tridimensional de la presente invencién se asegura. Por tanto, la estructura tridimensional de la
presente invencién que comprende una lamina celular que tiene al menos una capa es util en aplicaciones en las
que esta cubierto un lugar dafiado.

En una realizacion preferida, la estructura tridimensional de la presente invencién comprende una lamina celular que
tiene una pluralidad de capas. Preferentemente, es ventajoso que una pluralidad de capas en la lamina celular se
conecte biolégicamente entre si de forma ventajosa. En este caso, la conexién biolégica es, preferentemente, una
conexion fisica a través de una matriz extracelular o una conexion eléctrica (por ejemplo, pulsacion etc.). La
conexion varia en funcion del lugar deseado. Cuando se pretende implantar la estructura tridimensional de la
presente invencion en el corazoén, la conexion bioldgica incluye normalmente conexion eléctrica. Como alternativa, la
conexion bioldgica puede ser una conexidn sin un armazon.

La estructura tridimensional de la presente invencién puede proporcionarse como agente farmacéutico. Como
alternativa, la estructura tridimensional de la presente invencion puede ser preparada por un profesional médico o
similar en un lugar real. Como alternativa, una vez que un profesional médico prepara las células, una tercera parte
puede cultivar las células y preparar una estructura tridimensional que comprenda las células y usarla para cirugia.
En este caso, el cultivo celular pueden realizarlo los expertos en la técnica, asi como profesionales médicos. Por
tanto, los expertos en la técnica pueden determinar las condiciones de cultivo en funcidn del tipo de células y el lugar
de implantacion objetivo de acuerdo con la divulgacion de la presente memoria descriptiva.

En otro aspecto de la presente invenciéon se proporciona un método para producir una estructura tridimensional
aplicable a un corazoén adulto, que comprende una célula madre mesenquimatosa. El método comprende las etapas
de: a) cultivar una célula madre mesenquimatosa derivada de una parte distinta al miocardio de un adulto sobre un
soporte que comprende una macromolécula respondedora a la temperatura; b) fijar una temperatura de cultivo fuera
del intervalo de la temperatura de solucion critica de la macromolécula respondedora a la temperatura (por encima
del limite superior, si existe; o por debajo del limite inferior, si existe); y c) desprender la célula cultivada como una
estructura tridimensional. La célula derivada de una parte distinta a un miocardio es una célula madre
mesenquimatosa. Preferentemente, la temperatura de solucion critica limite superior o inferior con el agua es de 0
°C a 80 °C. Preferentemente, una macromolécula respondedora a la temperatura que tiene la temperatura de
solucidn critica descrita anterior se injerta en el soporte.

En una realizacién preferida de la presente invencién, en el método para producir una estructura tridimensional es
preferible que la estructura no se trate con una enzima de degradacion de proteinas en o antes de la etapa de
desprendimiento. En métodos convencionales para preparar laminas celulares o similares, se realiza un tratamiento
usando una enzima de degradacion de proteinas para facilitar el desprendimiento. No obstante, en este caso, la
lamina celular se dafia y, por tanto, no se puede usar como una estructura tridimensional. En el método de la
presente invencion, el tratamiento usando una enzima de degradacion de proteinas se puede omitir, de modo que se
puede conseguir una estructura tridimensional intacta.

En una realizacion preferida, la macromolécula respondedora a la temperatura es poli(N-isopropilacrilamida). La
poli(N-isopropilacrilamida) tiene una temperatura de solucioén critica en el limite inferior de un poco mas de 20 °C.
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Por tanto, en este caso, cambiando el medio de cultivo desde una temperatura de cultivo tipica (por ejemplo, de
aproximadamente 37 °C) a aproximadamente 20 °C, es posible preparar facilmente una estructura tridimensional. De
este modo se puede proporcionar una estructura tridimensional aplicable a la cirugia de implantaciéon, que
comprende una célula no derivada del miocardio de un adulto. Como resultado se puede proporcionar una técnica
sustancialmente distinta al transplante de 6rgano a una serie de enfermedades que se pueden tratar unicamente
mediante transplante de corazén convencional (por ejemplo, miocardiopatia dilatada etc.). Es decir, mediante la
presente invencion se puede proporcionar una terapia que no se puede conseguir mediante técnicas
convencionales.

En una realizacion mas preferida, la estructura tridimensional de la presente invencién comprende, preferentemente,
una agente estimulante de organizacion tridimensional cuando se realiza cultivo celular. Dicho agente estimulante de
organizacion tridimensional puede ser acido ascoérbico o un derivado del mismo.

En otro aspecto, el tejido protésico y la estructura tridimensional de la presente invencion carece de lesiones
causadas por una enzima de degradacidon de proteinas, tales como, representativamente, dispara, tripsina, o
similares durante el cultivo. Por tanto, el tejido protésico y la estructura tridimensional que se desprende del material
de base, se pueden recuperar como una masa celular que sujeta proteinas entre las células (por ejemplo, una matriz
extracelular) y que tiene un determinado nivel de resistencia. El tejido protésico y la estructura tridimensional
también conservan las funciones intactas, tales como la funcion de contraccion/relajacion, conexion eléctrica
intracelular, alineacion y similares, que son especificas de los cardiomiocitos. Ademas, la estructura tridimensional
puede tener varias alineaciones celulares de tipo tejido bioldgico caracteristicas (por ejemplo, formacion de una
membrana que consiste en tejido conjunto, formacién de una luz que consiste en células endoteliales de los vasos
sanguineos etc.). Cuando se usan enzimas de degradacion de proteinas tipicas (por ejemplo, tripsina etc.) para
desprender la estructura tridimensional o tejido protésico no se conservan sustancialmente estructuras de
desmosoma entre las células, proteinas de tipo membrana basal entre las células y materiales base o similares, de
modo que las células estan separadas individualmente. Entre estas enzimas de degradacion de proteinas, la dispara
destruye las proteinas de tipo membrana basal entre las células y los materiales base sustancialmente
completamente, pero no necesariamente estructura de desmosoma. La estructura de desmosoma se puede retener
si la temperatura es de 10 °C a 60 °C. No obstante, en este caso, la estructura tridimensional o tejido protésico
resultante tiene una resistencia débil. Por el contrario, la estructura tridimensional o tejido protésico de la presente
invencion puede retener el 80 % o mas de cada uno de la estructura de desmosoma y la proteina de tipo membrana
basal, lo que tiene como resultado los varios efectos descritos anteriormente. En el soporte de cultivo celular, un
polimero respondedor a la temperatura para usar en el recubrimiento del material base tiene una temperatura de
solucioén critica limite superior o inferior de 0 °C to 80 °C en solucién acuosa y, preferentemente, de 20 °C a 50 °C. Si
la temperatura de solucién critica limite superior o inferior supera los 80 °C, es probable que las células sean
destruidas. Si la temperatura de solucién critica limite superior o inferior es inferior a 0 °C, la tasa de crecimiento
tisular es extremadamente baja o las células son destruidas.

El polimero respondedor a la temperatura usado en la presente invencién pueden ser un homopolimero o un
copolimero. Un ejemplo de dicho polimero es un polimero descrito en, por ejemplo, la publicacion japonesa abierta a
consulta por el publico n° 2-211865, ademas de los descritos anteriormente. Especificamente, por ejemplo, dicho
polimero respondedor a la temperatura se obtiene mediante homo o copolimerizacion de los monémeros siguientes.
Los ejemplos de mondémeros utilizables incluyen, entre otros, compuestos de (met)acrilamida, derivados de
met(acrilamida) N-(o N,N-di)alquil sustituidos o derivados de éter de vinilo. En el caso de los copolimeros se puede
usar dos cualesquiera o mas de estos monémeros. Adicionalmente, se pueden usar copolimeros que comprenden
monoémeros distintos a los monoémeros descritos anteriormente, copolimeros obtenidos mediante injerto o
copolimerizacion de polimeros o una mezcla de homopolimeros o copolimeros. Adicionalmente, los polimeros se
pueden reticular en una medida tal que no afectan a las propiedades inherentes del polimero. Los ejemplos del
material base a recubrir incluyen, entre otros, materiales normalmente usados en cultivo celular (por ejemplo, vidrio,
vidrio modificado, poliestireno, polimetiimetacrilato etc.), sustancialmente todos los materiales capaces de
conformarse generalmente (por ejemplo, compuestos macromoleculares ademas de los descritos anteriormente,
ceramicas etc.).

Un método para recubrir un soporte con un polimero respondedor a la temperatura no esta particularmente limitado
y se puede realizar de acuerdo con, por ejemplo, la publicacion japonesa abierta a consulta por el publico n® 2-
211865. Especificamente, el recubrimiento se puede realizar sometiendo un material base y el monémero o polimero
descrito anteriormente a irradiacion de haz de electrones (EB), irradiacién de rayos vy, irradiacion ultravioleta,
tratamiento con plasma, tratamiento con corona o reaccion de polimerizaciéon organica o adsorcion fisica o similares
(por ejemplo, aplicacién, cruzamiento etc.).

En la presente invencion, el cultivo celular se realiza sobre el soporte de cultivo celular descrito anteriormente (por
ejemplo, una placa de cultivo celular etc.). Cuando el polimero descrito anteriormente que cubre la superficie del
material base tiene una temperatura de solucion critica limite superior, la temperatura del medio se fija para que sea
igual o inferior a la temperatura de solucion critica limite superior. Cuando el polimero descrito anteriormente que
cubre la superficie del material base tiene una temperatura de solucion critica limite inferior, la temperatura del
medio se fija para que sea igual o superior a la temperatura de solucion critica limite inferior. No obstante, un
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intervalo de temperatura baja de forma que las células cultivadas no puedan crecer y un intervalo de temperatura
alta de forma que las células cultivadas sean destruidas es inadecuado. Las condiciones de cultivo distintas a la
temperatura pueden ser aquellas bien conocidas en la técnica y no estan particularmente limitadas. Por ejemplo, €l
medio se puede suplementar con suero bovino fetal (FCS) conocido o similares o, como alternativa, se puede
emplear medio sin suero sin suplemento de dicho suero.

En el método de la presente invencion, el periodo de tiempo requerido para cultivo puede determinarse en funcion
de la aplicacién del tejido protésico o estructura tridimensional. Con el fin de desprender y recuperar el tejido
protésico o estructura tridimensional cultivado del material de soporte, la temperatura del material de soporte que
tiene células fijadas se incrementa a o por encima de la temperatura de solucién critica limite superior de un
polimero que cubre el material base de soporte o se disminuye a o por debajo de la temperatura de solucidn critica
limite inferior. En este caso, el tejido protésico o la estructura tridimensional que se cultiva se desprenden
directamente u, opcionalmente, con una membrana macromolecular unida. Obsérvese que el tejido protésico o
estructura tridimensional se puede desprender en el medio de cultivo donde las células se han cultivado o, como
alternativa, en otras soluciones isoténicas. Dichas soluciones se pueden seleccionar en funcién de la finalidad. Los
ejemplos de la membrana macromolecular, que opcionalmente esta fijada a la lamina celular o estructura
tridimensional, incluyen, entre otros, difluoruro de polivinilideno (PVDF) hidrofilizado, polipropileno, polietileno,
celulosa y derivados de los mismos, quitina, quitosano, colageno, papel (por ejemplo, papel de Japon etc.), uretano,
materiales macromoleculares de tipo red o de tipo punto de espiga (por ejemplo, licra, etc.) y similares. Cuando se
usa un material macromolecular de tipo red o de tipo punto de espiga, el tejido protésico o estructura tridimensional
tiene un grado mas alto de libertad, de forma que se puede incrementar la funcién de contraccion/relajacion del
mismo. Un método para producir el tejido protésico o estructura tridimensional que comprende células de la presente
invencion no esta particularmente limitado. Por ejemplo, el tejido protésico o estructura tridimensional de la presente
invencion se puede producir usando la lamina celular cultivada descrita anteriormente fijada a una membrana
macromolecular.

Con el fin de desprender y recuperar el tejido protésico o estructura tridimensional con un rendimiento alto del
soporte del cultivo celular, se da golpecitos o se agita el soporte del cultivo celular o el medio se agita con una
pipeta. Estos procedimientos se pueden realizar de forma individual o en combinacion. Ademas, el tejido protésico o
estructura tridimensional puede aclararse opcionalmente con solucion isoténica o similar antes del desprendimiento
y la recuperacion. Estirando el tejido protésico o estructura tridimensional en una direccion especifica después de
desprenderse del material base, la lamina celular o estructura tridimensional se proporciona con alineacién. El
estirado se puede realizar usando un dispositivo de traccion (por ejemplo, Tensilon, etc.), o simplemente unas pinzas
o similares. Un método de estiramiento no esta particularmente limitado. Proporcionando alineacién, es posible
conferir direccionalidad al movimiento de la propia lamina celular o estructura tridimensional. Por tanto, por ejemplo,
es posible permitir que el tejido protésico o estructura tridimensional se mueva de acuerdo con el movimiento de un
organo especifico. El tejido protésico o estructura tridimensional se puede aplicar eficientemente a los 6érganos.

El tejido protésico o la estructura tridimensional que se obtiene de este modo no se puede obtener mediante técnicas
convencionales. El tejido protésico o la estructura tridimensional retienen la membrana basal que se rompe en las
técnicas convencionales. Por tanto, el tejido protésico o estructura tridimensional se puede aceptar de forma
satisfactoria por el tejido circundante y puede pulsar in situ cuando se entierra en cualquier parte de un organismo
(por ejemplo, corazén, hueso, musculo, brazo, hombro, pie y otros érganos). Aunque sin desear quedar ligado a
teoria alguna, se cree que la razén es la siguiente. El tejido protésico o la estructura tridimensional enterrada dentro
de un organismo es aceptada por un tejido bioldégico y se contrae o relaja. En este caso, el tejido protésico o la
estructura tridimensional esta en el estado de oxigeno bajo. Para compensar el estado, las células endoteliales de
los vasos sanguineos entran de forma agresiva en el tejido protésico o estructura tridimensional desde el tejido
biolégico circundante. Como resultado se forman vasos sanguineos de modo que se pueda suministrar suficiente
oxigeno y nutrientes a través de la sangre. Por tanto, el tejido protésico o estructura tridimensional enterrada dentro
de un organismo puede formar un tejido funcional dentro del organismo. Cabe esperar firmemente que dicho tejido
protésico o estructura tridimensional se use en aplicaciones clinicas, tal como implantacién y similar.
Especificamente, el tejido protésico o estructura tridimensional de la presente invencion se puede usar como
instrumento terapéutico para cardiopatias (por ejemplo, infarto de miocardio etc.). En este caso, por ejemplo, el
tejido protésico o estructura tridimensional se implanta en un sitio de un corazén que tiene una débil fuerza de
contraccion. Como alternativa, el tejido protésico o estructura tridimensional se puede aplicar alrededor de un vaso
sanguineo para mejorar la circulacion. Por ejemplo, el tejido protésico o estructura tridimensional es util como
instrumento terapéutico para la enfermedad de Raynaud grave, un hombro rigido grave, la disfuncién de la aorta y
similares. Obsérvese que se puede usar repetidamente un soporte de cultivo celular para su uso en la presente
invencion.

(Preparacion de tejido protésico usando agente estimulante tridimensional)
En otro aspecto, la presente descripcidon proporciona un método para producir un tejido protésico. EI método para
producir un tejido protésico comprende las etapas de: A) proporcionar una célula; B) introducir la célula en un

recipiente que contiene un medio de cultivo celular que incluye un agente estimulante tridimensional, donde el
recipiente tiene una base con un area suficiente para acomodar un tamafo deseado del tejido protésico; y C) cultivar
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la célula en el recipiente durante un periodo de tiempo suficiente para formar el tejido protésico que tiene el tamafio
deseado.

La célula descrita anteriormente puede ser cualquier célula. Un método para proporcionar una célula es bien
conocido en la técnica. Por ejemplo, se extrae un tejido y las células se aislan del tejido. Como alternativa, las
células se aislan del fluido corporal que contiene células sanguineas o similares. Como alternativa se prepara una
linea celular en un cultivo artificial. La presente invencion no esta limitada a esto.

El método para producir un tejido protésico de la presente invenciéon usa un medio de cultivo celular que contiene un
agente estimulante tridimensional. Los ejemplos de dicho agente estimulante tridimensional incluyen, entre otros,
acido ascoérbico o un derivado del mismo, acido 1-fosfato-ascorbico, acido 2-fosfato-ascérbico, acido L-ascorbico y
similares.

El medio de cultivo celular usado en la presente invenciéon puede ser cualquier medio que permita el crecimiento de
una célula de interés. Los ejemplos de dicho medio incluyen, entre otros, DMEM, MEM, F12, DME, RPMI1640,
MCDB104, 199, MCDB153, L15, SkBM, medio basal y similares que se suplementan con glucosa, FCS (suero
bovino fetal), antibidticos (penicilina, estreptomicina, etc.) segun sea adecuado.

El recipiente usado en la presente invencion puede ser cualquier recipiente normalmente usado en la técnica que
tenga una base con un area suficiente para acomodar un tamafio deseado del tejido protésico. Los ejemplos de
dicho recipiente incluyen, entre otros, placas petri, matraces, recipientes de molde y similares, y, preferentemente,
recipientes que tienen un area grande de la base (por ejemplo, al menos 1 sz)_ El material del recipiente puede ser
cualquier material e incluyen, entre otros, vidrio, plastico (por ejemplo, poliestireno, policarbonato etc.), silicona y
similares.

En una realizacion preferida, el agente estimulante tridimensional usado en el método para producir un tejido
protésico de la presente invencion incluye acido 2-fosfato ascérbico. Convencionalmente, se sabe que el acido
ascorbico se usa para cultivo celular. No obstante, no se produjeron informes de que el acido 2-fosfato-ascérbico se
use intencionadamente para la formacion de tejido. En la presente invencion, afiadiendo una determinada cantidad
de acido 2-fosfato-ascorbico, es posible prevenir que una matriz extracelular se produzca en una cantidad
excesivamente grande, la composicion tiene un nivel implantable de matrices extracelulares y, por tanto, la proparte
entre la célula y la matriz extracelular tiene como resultado un nivel implantable de resistencia y similares. Estos
efectos son inesperados.

En una realizacion preferida, el acido 2-fosfato-ascoérbico usado en la presente invencién normalmente tiene una
concentracion de al menos 0,01 mM, preferentemente al menos 0,05 mM, mas preferentemente al menos 0,1 mM,
incluso mas preferentemente al menos 0,2 mM, todavia mas preferentemente al menos 0,5 mM, e incluso todavia
mas preferentemente 1,0 mM.

Como alternativa, el acido 2-fosfato-ascérbico usado en la presente invencidon se puede usar junto con acido 1-
fosfato-ascorbico. En este caso, preferentemente se pueden usar acido 2-fosfato-ascorbico y acido 1-fosfato-
ascorbico a una proparte especifica. Dicha proparte preferible esta, por ejemplo, en el intervalo de 1:10 a 10:1.
Como alternativa, la proparte preferible es tal que la cantidad molar de acido 1-fosfato-ascérbico es menor que la
cantidad molar de acido 2-fosfato-ascorbico.

En otra realizacion, el agente estimulante tridimensional usado en la presente invencion incluye acido 2-fosfato-
ascorbico. No obstante, no se produjeron informes de que el acido 2-fosfato-ascorbico se use explicitamente para la
formacion de tejido. En la presente invencion, afiadiendo una determinada cantidad de acido 2-fosfato-ascérbico, es
posible prevenir que una matriz extracelular se produzca en una cantidad excesivamente grande, la composicion
tiene un nivel implantable de matrices extracelulares y, por tanto, la proparte entre las células y la matriz extracelular
tiene como resultado un nivel implantable de resistencia y similares. Estos efectos son inesperados.

En una realizacién preferida, cuando la cantidad molar de acido 1-fosfato-ascérbico es menor que la cantidad molar
de acido 2-fosfato-ascérbico, el acido 2-fosfato-ascérbico usado en la presente invencion normalmente esta presente
a una concentracion de al menos 0,01 mM, preferentemente al menos 0,05 mM, mas preferentemente al menos 0,1
mM, incluso mas preferentemente al menos 0,2 mM, y todavia mas preferentemente al menos 0,5 mM, e incluso
todavia mas preferentemente 1,0 mM.

En una realizacion preferida determinada, el agente estimulante tridimensional de la presente invencién incluye
acido 1-fosfato-ascoérbico o una sal del mismo, acido 2-fosfato-ascérbico o una sal del mismo y acido L-ascorbico o
una sal del mismo.

El recipiente usado en un método de produccion de tejido protésico descrito en el presente documento se recubre,
preferentemente, con una macromolécula respondedora a la temperatura. En otra realizacion preferida, el recipiente
se proporciona, preferentemente, con un armazoén que tiene una estructura en panal. La presente invencion no esta
limitada a esto. El uso de una estructura en panal se describe en, por ejemplo, Tanaka K. et al, "Atarashii
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Baiomedikaru Intafesu [New Biomedical Interface]", Kagaku Kogyo [Chemical Industry], December 2002, 901-906,
Kagaku Kogyo Sha.

La macromolécula respondedora a la temperatura que se puede usar en el método de produccion de tejido protésico
de la presente invencion incluye poli(N-isopropilacrilamida).

En una realizacion preferida, después de la etapa de cultivo, el método de produccién de tejido protésico de la
presente invencion comprende ademas, D) desprender el tejido protésico y permitir que el tejido protésico realice
autocontraccion. El desprendimiento se puede acelerar aplicando un estimulo fisico (por ejemplo, aplicando un
estimulo fisico a una esquina del recipiente etc.). Cuando se usa una macromolécula respondedora a la
temperatura, el desprendimiento se puede acelerar cambiando el ambiente a una temperatura superior o inferior a la
temperatura de solucion critica de la macromolécula respondedora a la temperatura. La autocontraccion tiene lugar
de forma natural después del desprendimiento. Mediante autocontraccion, la conexion bioldgica se acelera
particularmente en la tercera dimension (la direcciéon perpendicular a las direcciones bidimensionales en el caso del
tejido sobre una lamina). Por tanto, un tejido protésico de la presente invencion puede tener una estructura
tridimensional.

En un método de produccion de tejido protésico de la presente invencion, el tiempo suficiente significa,
preferentemente, al menos 3 dias y puede ser mas o menos de 3 dias, aunque varia en funcién de la aplicacion de
un tejido protésico de interés. Al tercer dia de cultivo, es posible preparar un injerto que se puede aplicar al menos al
refuerzo de un corazon.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un tejido protésico funcional. El tejido protésico funcional de la
presente invencion es, en el presente documento, un tejido protésico implantable. Hasta ahora se han realizado
intentos de producir tejidos protésicos mediante cultivo celular. No obstante, no habia tejidos protésicos adecuados
para implantaciéon en términos de tamafo, resistencia, lesiones fisicas cuando se desprenden o similares. La
presente invencion proporciona un método de cultivo tisular donde las células se cultivan en presencia de un agente
estimulante tridimensional como se ha descrito anteriormente, por lo que no existe problema en términos de tamaiio,
resistencia y similares, y no existen dificultades en desprender tejidos. Un tejido protésico implantable se
proporciona Unicamente después de conseguir un método de cultivo tisular. Para enfermedades que se tratan
convencionalmente Unicamente mediante transplante de 6rgano (por ejemplo, cardiopatia resistente (miocarditis,
miocardiopatia hipertrofica, miocardiopatia hipertrofica de fase dilatada, miocardiopatia dilatada etc.)), se
proporciona una terapia alternativa que tiene una versatilidad general, que es de una utilidad inconmensurable.

Una “enfermedad” objetivo de la presente invencion puede ser cualquier cardiopatia donde se dana el tejido. Los
ejemplos de dicha cardiopatia incluyen, entre otros, insuficiencia cardiaca, infarto de miocardio, miocardiopatia y
similares. Una terapia combinada de la presente invencién se puede aplicar a érganos, ademas del corazodn,
siempre que esté dirigida a la regeneracion de tejidos dafiados. En una realizaciéon especifica, una enfermedad
objetivo de un método de la presente invencion es insuficiencia cardiaca resistente.

La expresion “insuficiencia cardiaca” hace referencia a la incapacidad del corazén para circular la sangre en una
cantidad y calidad requeridas a los 6rganos de todo el cuerpo debido a una alteracion del propio corazén, tal como el
fallo de las funciones cardiacas, el fallo de las funciones circulatorias, una reduccién de la potencia de contraccion o
similares. La insuficiencia cardiaca es un sintoma terminal de las cardiopatias, tales como infarto de miocardio,
miocardiopatia y similares. Insuficiencia cardiaca grave significa que el estado del corazén es grave y también se
denomina insuficiencia cardiaca terminal.

La expresion “insuficiencia cardiaca resistente” hace referencia a la insuficiencia cardiaca que es resistente a la
terapia y es dificil de mejorar mediante terapia médica y terapia farmacoldgica. La expresion “insuficiencia cardiaca
resistente” se denomina sustancialmente sinébnimamente insuficiencia cardiaca cronica o insuficiencia cardiaca
terminal. La insuficiencia cardiaca resistente no se puede controlar con terapia triple usando un farmaco digitalico
tipico, diurético, inhibidor de la ECA y similares, o una terapia farmacoldgica suplementada con un B-blogueante.
Estas terapias requieren una ayuda mecanica para la circulacion, tal como BBIA (bombeo con balén intraadrtico),
PCPS (soporte cardiopulmonar percutaneo) o similares o, como alternativa, transplante de corazoén. Por tanto, existe
una demanda del desarrollo de una simple terapia radical. En particular, el transplante de corazén tiene un grave
problema de falta de donantes. Cuando no se puede usar un transplante de corazén (por ejemplo, ancianos,
pacientes que necesitan dialisis etc.), la insuficiencia cardiaca resistente supone problemas serios. Por tanto, existe
una gran demanda de una alternativa a la terapia con transplante de corazoén.

La expresion “infarto de miocardio” hace referencia a una enfermedad donde se produce necrosis isquémica en un
area de perfusion asociada con una construccion altamente desarrollada u oclusién causada por varias lesiones de
la arteria coronaria. La gravedad del infarto de miocardio se divide en clases de varias formas. La clasificacion se
puede basar en, por ejemplo, el progreso en el tiempo, la morfologia (por ejemplo, el intervalo, el sitio, el tamario de
la necrosis o similares en el miocardio), la forma de necrosis de un miocardio, la reconstruccion de un ventriculo
después del infarto, la dinamica de la circulacion sanguinea (asociada con terapia, prondstico etc.), la gravedad
clinica y similares. El infarto de miocardio que tiene un nivel elevado de gravedad se denomina particularmente
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infarto de miocardio grave.

El término “miocardiopatia” es un término genérico para las enfermedades causadas por anomalias organicas y
funcionales en un miocardio, que se dividen en miocardiopatia secundaria tras una enfermedad basica (por ejemplo,
hipertension, disbolia, isquemia etc.) y miocardiopatia espontanea que se desarrolla in una enfermedad basica
aparente. Como cambio patolégico se observa hipertrofia miocardica, formacion de tejido fibroso, degeneracion o
similares.

La expresion “miocardiopatia dilatada” hace referencia a una insuficiencia funcional del ventriculo izquierdo asociada
con la deflacion del mismo y también se denomina “miocardiopatia congestiva”. La expresion “miocardiopatia
dilatada” puede abreviarse a “DCM”. La miocardiopatia dilatada se asocia con fallos de contraccién, que conducen a
insuficiencia cardiaca cronica. Los ejemplos de una causa de miocardiopatia dilatada incluyen varias cosas, tales
como infeccion vial, mutaciéon génica y similar. En general, la miocardiopatia dilatada no incluye enfermedades
miocardicas especificas (denominadas convencionalmente enfermedades miocardicas secundarias), tales como
miocardiopatia isquémica causada por otra causa no ambigua, enfermedades miocardicas asociadas con disbolia o
similares. No obstante, estas enfermedades miocardicas especificas también se incluyen dentro del alcance de la
presente invencion siempre que la presente invencion tenga un efecto terapéutico sobre las mismas. La mayoria de
los pacientes tienen una reduccion de la potencia de contraccidon en todo el miocardio. También se dice que la
anomalia se puede producir en el movimiento de una parte aislada de una pared. Normalmente, la miocardiopatia
dilatada tiene sintomas de insuficiencia cardiaca asociada con congestion y, en ocasiones, tiene malestar por el bajo
gasto cardiaco. La miocardiopatia dilatada no tiene una causa conocida y es una enfermedad miocardica idiopatica.
La patologia de la miocardiopatia dilatada incluye principalmente una reduccion de la potencia de contraccion de un
miocardio, que conduce a la dilatacion de la cavidad ventricular izquierda. La patologia también incluye una
reduccion en la cantidad de sangre, un incremento de la presion diastélica en el ventriculo izquierdo y similar. La
miocardiopatia dilatada tiene un inicio agudo o insidioso e insuficiencia cardiaca resistente en su etapa final.
Patoldgica o histolégicamente, difusamente o localmente se observa degeneracion, formacion de tejido fibroso o
atrofia del tejido miocardico. Los cardiomiocitos residuales a menudo causan hipertrofia. Ademas de la insuficiencia
cardiaca se producir arritmia grave o tromboembolia, lo que tiene como resultado un mal prondstico. El
ecocardiograma es particularmente util para el diagnéstico de la miocardiopatia dilatada, que demuestra una
reduccion difusa del movimiento de la pared, el adelgazamiento de una pared ventricular y la dilatacion de una
cavidad ventricular. Ademas se pueden realizar angiografia coronaria (lesién arterial coronaria) y biopsia del
miocardio para conseguir un diagndstico mas fiable. Por tanto, en la presente invencion se puede usar una técnica
de ensayo bien conocida en la material, tal como ultrasonografia cardiaca, un método de ensayo con catéter
cardiaco, un método de ensayo médico nuclear (gammagrafia miocardica), biopsia del miocardio o similares, para
confirmar una mejora en la miocardiopatia dilatada.

Convencionalmente, para la miocardiopatia dilatada se realizan una terapia farmacoldgica usando un inhibidor de la
ECA, un diurético, un -bloqueante, un farmaco cardiotonico o similares, guias para regular la ingesta de sal y agua
y ejercicio y similares. No obstante, ninguno de ellos cura la propia enfermedad. Para la arritmia se puede
administrar un agente antiarritmico, tal como amiodarona o similar, que, no obstante, es solo un tratamiento
sintomatico. Para los trombos y los émbolos se usa un anticoagulante, tal como warfarina o similar, que, no
obstante, es solo un tratamiento sintomatico. Como tratamiento quirdrgico se usa un marcapasos, un desfibrilador
enterrado, un dispositivo de circulacion asistida (derivacion), transplante de corazén o similares. No obstante, no se
puede decir que estos tratamientos distintos al transplante de corazén erradiquen la enfermedad. En la actualidad, la
grave escasez de donantes limita el transplante de corazén. Una técnica terapéutica de la presente invencion es
eficaz para la miocardiopatia dilatada y similares y proporciona un efecto terapéutico ventajoso.

La expresion “miocardiopatia hipertrofica” (MCH) hace referencia a un tipo de miocardiopatia cuyo sintoma principal
es una reduccién del cumplimiento diastélico debido a un aumento de tamafio anormal de un miocardio e hipertrofia
del ventriculo izquierdo. La funcién contractil del corazén normalmente se conserva. Las tasas de supervivencia a 5
afos y a 10 afos son, satisfactoriamente, de aproximadamente 90 % y de aproximadamente 80 %, respectivamente.
No obstante, se cree que la miocardiopatia hipertréfica es una causa de muerte subita, que supone un problema
clinico. Por tanto, existe una demanda de una terapia radical para la enfermedad. Una técnica terapéutica de la
presente invencion también es eficaz para la miocardiopatia hipertréfica y proporciona un efecto terapéutico
ventajoso.

La expresion “miocardiopatia hipertréfica de fase dilatada” hace referencia a un tipo de miocardiopatia hipertréfica
donde se desarrolla formacion de tejido fibroso en un miocardio en el curso de la enfermedad, lo que conduce al
adelgazamiento de una pared ventricular y una reduccion de la potencia de contraccion y, como resultado, aumenta
de tamafo una cavidad ventricular, de forma que aparece un sintoma de miocardiopatia dilatada. Se dice que la
miocardiopatia hipertrofica de fase dilatada tiene un prondstico muy malo. Existe una serie de casos subclinicos, que
suponen un problema clinico. Por tanto, también existe una demanda de una terapia radical para la miocardiopatia
hipertréfica de fase dilatada. Una técnica terapéutica de la presente invencién es eficaz para la miocardiopatia
hipertrofica de fase dilatada y similar y proporciona un efecto terapéutico ventajoso.
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Las terapias convencionales y las técnicas diagndsticas para la insuficiencia cardiaca resistente o similar como se ha
descrito anteriormente se describen en, por ejemplo, "Junkanki Shikkan Saishin no Tiryo [Latest Therapy for
Circulatory Diseases] 2002-2003, Shigetake Sasayama y Yoshio Yazaki editores, Nankodo, 2002, y similares. Como
se describe en "Junkanki Shikkan Saishin no Tiryo [Latest Therapy for Circulatory Diseases] 2002-2003, Shigetake
Sasayama y Yoshio Yazaki editores, Nankodo, 2002, que se ha publicado muy recientemente, no habra una terapia
radical para la insuficiencia cardiaca resistente. La presente invencién es la primera en proporcionar una terapia
para las cardiopatias descritas anteriormente, en particular la insuficiencia cardiaca resistente.

Como se usa en el presente documento, el término “profilaxis” o “prevenciéon” en relacién con una determinada
enfermedad o trastorno hace referencia a un tratamiento que impide que se produzca dicha afecciéon antes de se
produzca la afeccién o hace que se produzca la afeccién a un nivel reducido o que se retrase.

Como se usa en el presente documento, el término “terapia” en relaciéon con una determinada enfermedad o
trastorno significa que cuando se produce dicha afeccion, se previene el deterioro de dicha enfermedad o trastorno,
preferentemente se conserva como tal, mas preferentemente se reduce e incluso mas preferentemente se extingue.
Como se usa en el presente documento, el término “terapia radical” hace referencia a una terapia que erradica la
raiz o la causa de un proceso patoldgico. Por tanto, cuando se elabora una terapia radical para una enfermedad, en
principio no hay recurrencia de la enfermedad.

Como se usa en el presente documento, el término “prondstico” también se denomina “tratamiento prondstico”. El
término “prondstico” en relacion con una determinada enfermedad o trastorno hace referencia a un diagndstico o
tratamiento de dicha afeccién después de una terapia.

En una realizacion preferida, el tejido protésico de la presente invencion tiene una conexion biolédgica tridimensional.
Como se describe en otras partes de la memoria descriptiva, los ejemplos de conexion biolégica incluyen, entre
otros, la conexion fisica mediante matrices extracelulares, conexion eléctrica y similar. En la presente invencion, la
conexion fisica mediante matrices extracelulares es particularmente importante en vista de la resistencia del tejido.

En una realizacion, el tejido protésico de la presente invencion es diferente de los tejidos protésicos convencionales
en cuanto a que el primero comprende una célula.

Preferentemente, un tejido protésico de la presente invencion consiste sustancialmente en una célula o un material
derivado de la célula. Dado que el tejido protésico esta compuesto sustancialmente por solo una célula y un material
derivado de célula (por ejemplo, matriz extracelular etc.), el tejido protésico puede tener un mayor nivel de
biocompatibilidad y afinidad. El material derivado de célula incluye de forma representativa matrices extracelulares.
En particular, el tejido protésico comprende, preferentemente, una célula y una matriz extracelular en una proparte
adecuada de los mismos. Dicha proparte adecuada entre una célula y una matriz extracelular es de
aproximadamente 1:9 a aproximadamente 9:1, preferentemente de aproximadamente 3:7 a aproximadamente 7:3 vy,
mas preferentemente, de aproximadamente 3: 7 a aproximadamente 5:5. Una proparte preferible varia en funciéon de
la finalidad. Los expertos en la técnica pueden preparar dichas variaciones. Se puede estimar una proparte
adecuada investigando la proparte entre una célula y una matriz extracelular en un érgano de interés.

En otra realizacion, preferentemente se aisla el tejido protésico de la presente invencion. En este caso, el término
“aislado” significa que el tejido protésico se separa de un armazon, un soporte y un medio de cultivo usado en el
cultivo. Si un tejido protésico de la presente invencion carece sustancialmente de materiales, tal como un armazén y
similares, es posible suprimir las reacciones adversas tras la implantacion, tales como reacciones inmunoldgicas de
rechazo, reacciones de inflamacion y similares.

En otra realizacion, preferentemente el tejido protésico de la presente invencion esta intacto. Un tejido protésico
intacto se puede proporcionar sustancialmente Unicamente después del método de produccion del tejido protésico
de la presente invencién usando un agente estimulante tridimensional. Convencionalmente, cuando un tejido
protésico se desprende del ambiente de cultivo, necesariamente se aplica un estimulo fisico al tejido, de forma que
el tejido se dafa inevitablemente. Por tanto, se ha realizado un intento de recopilar una pluralidad de laminas
celulares preparadas mediante métodos convencionales. No obstante, dicha multicapa de laminas celulares no se
puede usar facilmente para la implantacion real. Por tanto, dicho problema se supera mediante la entereza del tejido
protésico de la presente invencion.

En una realizacién preferida, el tejido protésico de la presente invencion tiene un tamafio grande. La expresion
“tamafo grande” en relaciéon con un tejido protésico normalmente significa que el tejido protésico tiene un area
suficiente para cubrir un lugar en el cual se implanta el tejido protésico. Dicha area es, por ejemplo, de al menos 1
cmz, mas preferentemente al menos 2 cmz, al menos 3 cmz, al menos 4 cmz, incluso mas preferentemente al menos
5 cm? y todavia incluso mas preferentemente al menos 6 cm?.

En una realizacion preferida, el tejido protésico de la presente invencion es grueso. El término “grueso” en relacion

con un tejido protésico normalmente significa que el tejido protésico tiene un espesor que proporciona una
resistencia suficiente para cubrir un lugar en el cual se implanta el tejido protésico. Dicho espesor es, por ejemplo,
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de al menos aproximadamente 50 um, mas preferentemente al menos aproximadamente 100 um, al menos
aproximadamente 200 uym, al menos aproximadamente 300 um, incluso mas preferentemente al menos
aproximadamente 400 um, todavia mas preferentemente al menos aproximadamente 500 um, y todavia incluso mas
preferentemente aproximadamente 1 mm.

Un tejido protésico de la presente invencion esta, preferentemente, no perforado. El tejido protésico no perforado es
adecuado para la implantacion. El tejido protésico no perforado es particularmente preferible para reforzar un sitio
defectuoso de un tejido en forma de bolsa que necesita ser cubierto.

En otra realizacion, el tejido protésico de la presente invencion es flexible. Debido a la flexibilidad, el tejido protésico
es particularmente adecuado para reforzar 6rganos méviles. Los ejemplos de 6rganos moviles incluyen, entre otros,
corazones, vasos sanguineos, musculos y similares.

Preferentemente, un tejido protésico de la presente invencion tiene una resistencia suficiente para aguantar el
movimiento de pulsacion de un corazoén. La resistencia suficiente para aguantar el movimiento de pulsacion es, entre
otras, de al menos aproximadamente un 50 % de la resistencia del miocardio de origen natural, preferentemente de
al menos aproximadamente un 75 % y mas preferentemente de al menos aproximadamente un 100 %.

En una realizacion preferida, el tejido protésico de la presente invencién tiene una conexion biolégica en las tres
dimensiones. Algunos tejidos protésicos se preparan mediante métodos convencionales que tienen conexion
biolégica en dos dimensiones en cierta medida. No obstante, mediante métodos convencionales no se puede
preparar un tejido que tenga conexion bioldgica en las tres dimensiones. Por tanto, dado que el tejido protésico de la
presente invencion tiene conexidon bioldgica en las tres dimensiones, el tejido protésico es sustancialmente
implantable en cualquier aplicacion.

Los ejemplos de conexidn bioldgica que es un indicador de un tejido protésico de la presente invencioén incluyen,
entre otros, interconexién de matrices extracelulares, conexién eléctrica, la presencia de transduccién de sefial
intracelular y similar. La interaccion de matrices extracelulares se puede observar con un microscopio mediante
tincion de la adhesion intracelular segun sea adecuado. La conexion eléctrica se puede observar midiendo el
potencial eléctrico.

En una realizacion preferida, el tejido protésico de la presente invencion tiene una resistencia tisular suficiente para
aplicaciones clinicas. La resistencia tisular suficiente para aplicaciones clinicas varia en funcion de un lugar donde
se aplica el tejido protésico. Los expertos en la técnica pueden determinar dicha resistencia con referencia a la
divulgacién de la memoria descriptiva y técnicas bien conocidas en la materia. Por ejemplo, en una realizacion
preferida, una resistencia requerida por la presente invencion es al menos un 80 % de la resistencia tisular de una
parte objetivo de una aplicacion clinica.

En una realizacién especifica, la parte descrita anteriormente objetivo de una aplicacién clinica incluye el corazon vy,
en algunos casos, porciones distintas al corazon.

En otro aspecto, la presente invencion describe una composicion de cultivo celular para producir tejido protésico de
una célula. La composicion de cultivo celular contiene un ingrediente (por ejemplo, medio disponible comercialmente
etc.) para mantener o cultivar la célula y un agente estimulante tridimensional. El agente estimulante tridimensional
se ha descrito con detalle en la descripcion anterior del método de produccién del tejido protésico. Por tanto, el
agente estimulante tridimensional incluye acido ascérbico o un derivado del mismo (por ejemplo, acido 1-fosfato
ascorbico o una sal del mismo, acido 2-fosfato ascorbico o una sal del mismo, acido L-ascérbico o una sal del mismo
etc.). La composicion de cultivo descrita en el presente documento contiene acido 2-fosfato ascorbico o una sal del
mismo a una concentraciéon de al menos 0,1 mM. Como alternativa, en el caso de una composicién de cultivo
condensada, la composicion de cultivo condensada contiene acido 2-fosfato ascoérbico o una sal del mismo a una
concentracion que se convierte en al menos 0,1 mM tras la preparacion. Como alternativa, la concentracion limite
inferior de acido 2-fosfato ascoérbico o una sal del mismo puede ser 0,01 mM, 0,05 mM, 0,2 mM, o 0,3 mM, incluso
mas preferentemente 0,5 mM, o, como alternativa, 1,0 mM.

En una realizacion preferida, el agente estimulante tridimensional, contenido en la composicion de cultivo celular
descrita en el presente documento, incluye acido 1-fosfato ascorbico o una sal del mismo y acido 2-fosfato ascorbico
o una sal del mismo.

El acido 2-fosfato ascoérbico usado en la presente invencidon se usa de forma concomitante con acido 1-fosfato
ascorbico. En este caso, preferentemente pueden estar presentes acido 2-fosfato-ascérbico y acido 1-fosfato-
ascorbico a una proparte especifica. Dicha proparte preferible esta, por ejemplo, en el intervalo de 1:10 a 10:1.
Como alternativa, la proparte preferible es tal que la cantidad molar de acido 1-fosfato-ascérbico es menor que la
cantidad molar de acido 2-fosfato-ascorbico.

En otra realizacion, el agente estimulante tridimensional usado en la presente invencion incluye acido 2-fosfato-
ascorbico. No obstante, no se produjeron informes de que el acido 2-fosfato-ascorbico se use explicitamente para la
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formacion de tejido. En la presente invencion, afiadiendo una determinada cantidad de acido 2-fosfato-ascérbico, es
posible prevenir que una matriz extracelular se produzca en una cantidad excesivamente grande, la composicion
tiene un nivel implantable de matrices extracelulares y, por tanto, la proparte entre la célula y la matriz extracelular
tiene como resultado un nivel implantable de resistencia y similares. Estos efectos son inesperados.

En una realizacion preferida, el acido 2-fosfato-ascoérbico usado en la presente invencién normalmente esta presente
a una concentraciéon de al menos 0,01 mM, preferentemente al menos 0,05 mM, mas preferentemente al menos 0,1
mM, incluso mas preferentemente al menos 0,2 mM, y todavia mas preferentemente al menos 0,5 mM, e incluso
todavia mas preferentemente 1,0 mM.

En una realizacién preferida determinada, el agente estimulante tridimensional incluye acido 1-fosfato-ascorbico o
una sal del mismo, acido 2-fosfato-ascorbico o una sal del mismo y acido L-ascérbico o una sal del mismo.

(Tejido protésico para “envolver”)

En otro aspecto, la presente invenciéon proporciona un tejido protésico para reforzar una parte de un organismo
animal. El tejido protésico capaz de dicho refuerzo es una técnica que solo se alcanza después de proporcionar el
método de produccion de tejido protésico de la presente invencion.

En una realizacion preferida, la parte descrita anteriormente incluye érganos con forma de bolsa. Para los érganos
con forma de bolsa es importante que el tejido protésico esté intacto y/o no sea poroso. Un tejido protésico que tiene
dicha propiedad y un determinado tamafio no se puede proporcionar mediante técnicas convencionales. Por tanto,
se puede decir que una terapia sustancial para los érganos con forma de bolsa solo se puede conseguir después de
proporcionar el tejido protésico de la presente invencion descrito anteriormente. Por tanto, los 6rganos con forma de
bolsa que tienen enfermedades especificas (por ejemplo, enfermedades resistentes (por ejemplo, miocardiopatia
dilatada etc.), etc.), primero se puede proporcionar una terapia distinta al transplante de érgano.

En una realizaciéon especifica, los ejemplos del 6érgano con forma de bolsa descrito anteriormente incluyen, entre
otros, corazones, higados, rifiones y similares.

En una realizacion especifica de la presente invencion, el refuerzo descrito anteriormente se puede conseguir
disponiendo un tejido protésico de la presente invencion para cubrir la parte descrita anteriormente. No es posible
usar un tejido protésico proporcionado mediante métodos convencionales para realizar el tratamiento cubriendo la
parte descrita anteriormente (es decir, aplicacion de “envolver”). Por tanto, el tejido protésico de la presente
invencion puede proporcionar aplicaciones que no se pueden conseguir mediante técnicas convencionales.

Por tanto, en la realizacién especifica descrita anteriormente, el tejido protésico de la presente invencion es
resistente a la dilatacién/contraccion de la parte descrita anteriormente.

En una realizacion preferida, el tejido protésico de la presente invencion tiene ventajosamente conexion biologica.

En otra realizacion preferida, la conexion bioldgica incluye al menos uno de interconexién de matrices extracelulares,
conexion eléctrica y transduccion de sefial intracelular.

En otra realizacion preferida, el tejido protésico para refuerzo de la presente invencion se forma cultivando una
célula en presencia de un agente estimulante tridimensional.

En otra realizacion, el tejido protésico para refuerzo de la presente invencion comprende una célula (célula autdloga)
derivada de un animal que se va a tratar (por ejemplo, un ser humano). Mas preferentemente, un tejido protésico
para refuerzo de la presente invencién comprende Unicamente una célula (célula autdloga) derivada de un animal
que se va a tratar (por ejemplo, un ser humano).

(Terapia para “envolver”)

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un método para reforzar una parte de un organismo animal. El
método comprende las etapas de: A) disponer un tejido protésico para cubrir la parte; y B) sujetar el tejido protésico
durante un tiempo suficiente para conectar a la parte. La etapa de disponer el tejido protésico para cubrir la parte se
puede llevar a cabo usando una técnica bien conocida en la materia. El tiempo suficiente varia en funcién de una
combinacion de la parte y el tejido protésico y los expertos en la técnica lo pueden determinar faciimente segun sea
adecuado en funcion de la combinacion. Ejemplos de dicho tiempo incluyen, entre otros, 2 semana, 2 semanas, 1
mes, 2 meses, 3 meses, 6 meses, 1 afio y similares. En la presente invencion, un tejido protésico comprende,
preferentemente, sustancialmente sélo célula(s) y material(es) derivado de la célula. Por tanto, no existe un material
concreto que necesite extraerse tras la operacion. El limite inferior del tiempo suficiente no es particularmente
importante. En este caso, se puede decir que cuanto mayor es el tiempo, mas preferible es el tejido protésico. Si el
tiempo es suficientemente extremadamente largo, se puede decir que el refuerzo se ha completado sustancialmente.
Por tanto, el tiempo no esta particularmente limitado.
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En ofra realizacion, en un método de refuerzo de la presente invencion, la parte descrita anteriormente incluye,
preferentemente, érganos con forma de bolsa (por ejemplo, corazones, higados, rifiones etc.). Con el fin de reforzar
dicho tejido con forma de bolsa, es necesario envolver el érgano (por ejemplo, cubrir una parte dafiada). Primero, la
presente invencion proporciona un tejido protésico resistente a las aplicaciones de envoltura. Por tanto, el método de
refuerzo de la presente invencion es ventajoso sobre las técnicas convencionales.

En particular, en el método de refuerzo de la presente invencion, un tejido protésico de la presente invencion es
resistente a la dilatacion/contraccion de la parte descrita anteriormente. Los ejemplos de dicha dilatacion/contraccion
incluyen, entre otros, el movimiento de pulsacion de un corazén, la contraccién de un musculo y similares.

En ofra realizacion preferida, en el método de refuerzo de la presente invencion, un tejido protésico de la presente
invencion tiene conexidon bioldgica (por ejemplo, interconexion de matrices extracelulares, conexion eléctrica,
transduccion de sefal intracelular etc.). La conexidon bioldgica se proporciona, preferentemente, en las tres
dimensiones.

En otra realizacion preferida, el método de refuerzo descrito en el presente documento comprende adicionalmente
cultivar una célula en presencia de un agente estimulante tridimensional para formar un tejido protésico de la
presente invencion. Una técnica de implantacion/regeneracion usando el método que comprende la etapa de cultivar
una célula en presencia de un agente estimulante tridimensional no se puede proporcionar mediante técnicas
convencionales. El método proporciona una terapia para enfermedades (por ejemplo, cardiopatias resistentes (por
ejemplo, miocardiopatia dilatada etc.) etc.), que no se puede conseguir mediante terapias convencionales.

En una realizacion preferida, en el método de refuerzo de la presente invencion, la célula usada en el tejido protésico
de la presente invencion deriva de un animal donde se va a implantar el tejido protésico (es decir, una célula
autdloga). Usando una célula autdéloga se pueden evitar los efectos secundarios adversos, tales como reacciones
inmunoldgicas de rechazo o similares.

En otra realizacion preferida, la parte es un corazéon. El corazén tiene una enfermedad o trastorno, tal como
insuficiencia cardiaca, cardiopatia isquémica, infarto de miocardio, miocardiopatia, miocarditis, miocardiopatia
hipertréfica, miocardiopatia hipertréfica de fase dilatada, miocardiopatia dilatada o similares.

Para algunos 6rganos se dice que es dificil tratar radicalmente una enfermedad, trastorno o afeccién especifica de
los mismos (por ejemplo, cardiopatias resistentes). No obstante, la presente invencion proporciona el efecto descrito
anteriormente, de modo que hace posible un tratamiento que no se pueda conseguir mediante técnicas
convencionales. Se ha aclarado que la presente invencion se puede aplicar a terapia radical. Por tanto, la presente
invencion tiene utilidad que no se puede conseguir mediante medicamentos convencionales.

(Terapia combinada)

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una terapia de regeneracion que usa una citocina, tal como HGF
o similar, en combinacién con un tejido protésico.

Las citocinas usadas en la presente invencion ya estan disponibles comercialmente (por ejemplo, HGF-101 de Toyo
Boseki, etc.). No obstante, estas citocinas se pueden preparar mediante varios métodos y se pueden usar en la
presente invencion si se purifican en una medida que se puedan usar como medicamento. El HGF se puede obtener
del siguiente modo: se cultivan células cultivadas primarias o una linea celular establecida capaz de producir HGF; y
el HGF e separa del sobrenadante del cultivo o similar, seguido de purificacion. Como alternativa, un gen que
codifica HGF se incorpora en un vector adecuado mediante una técnica de ingenieria genética; el vector se inserta
en un huésped adecuado para transformar el huésped; el HGF recombinante de interés se puede obtener del
sobrenadante del cultivo del huésped transformado (por ejemplo, Nature, 342, 440(1989); patente japonesa abierta a
consulta por el publico n° 5-111383; Biochem-Biophys. Res. Commun., 163, 967 (1989), etc.). La célula huésped
descrita anteriormente no es particularmente limitada y pueden ser varias células huésped usadas
convencionalmente en técnicas de ingenieria genética, incluyendo, por ejemplo, Escherichia coli, levaduras, células
animales y similares. El HGF obtenido de este modo puede tener una o mas sustituciones, deleciones y/o adiciones
de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos, siempre que tenga sustancialmente la misma accién que el HGF
de origen natural. Los ejemplos de un método para introducir HGF en los pacientes en la presente invencion
incluyen, entre otros, un método de liposoma del virus Sendai (HVJ) con una seguridad y eficiencia elevadas
(Molecular Medicine, 30, 1440-1448 (1993); Jikken Igaku (Experimental Medicine), 12, 1822-1826 (1994)), y un
método de introduccidn génica eléctrica, un método de introduccion génica con escopeta y similar. Preferentemente
se usa el método del liposoma de HVJ.

En lo sucesivo en el presente documento, la presente invencion se describira a modo de ejemplos. Los ejemplos

descritos mas adelante se proporcionan Unicamente con fines ilustrativos. De acuerdo con lo anterior, el alcance de
la presente invencion no esta limitado, a excepciéon de por las reivindicaciones adjuntas.
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Ejemplos

En los ejemplos siguientes, se tratdé a los animales de acuerdo con normas definidas por la Universidad de Osaka
(Japon) y conforme al espiritu de la proteccion animal.

(Ejemplo 1 (Referencia): Produccidn y utilizacion de tejido protésico y estructura tridimensional formados por lamina
de cardiomiocitos, la lamina de cardiomiocitos contractiles de tejido modificado regenera el miocardio deteriorado)

(La lamina de cardiomiocitos contractiles modificada biolégicamente regenera el miocardio infartado)

En el ejemplo 1, los presentes inventores investigaron (1) si una lamina de cardiomiocitos (tejido protésico) sobrevive
0 no ftras la implantaciéon y muestra conexion eléctrica histolédgica con miocardio deteriorado; (2) si la lamina de
cardiomiocitos implantada (tejido protésico) puede inducir o no una mejora en una funcién cardiaca. Como resultado,
se determind que la presente invencion proporciona la conexion eléctrica y la mejora de la funcién cardiaca.

Los presentes inventores introdujeron el concepto de la implantacion de tejido modificado biolégicamente en el
tratamiento del miocardio deteriorado. Se demostré que una lamina de cardiomiocitos contractiles con ingenieria
tisular sin un armazoén proporciona conexion eléctrica histolégica con miocardio deteriorado y regeneracion de un
miocardio infartado.

(Materiales y métodos)
(Modelo de infarto de miocardio)

En este estudio se usaron 30 ratas Lewis macho (300 g, 8 semanas de edad, Seac Yoshitomi Ltd, Fukuoka, Japdn).
El cuidado de animales por seres humanos cumplia los "Principles of Laboratory Animal Care" preparados por la
National Society for Medical Research y "Guide for the Care and Use of Laboratory Animals" (publicacion del NIH N°
86-23, 1985, revisado) preparado por el Institute of Laboratory Animal Resource y publicado por el National Institute
of Health. Se indujo infarto agudo de miocardio como se describe en Weisman H.F., Bush D.E., Mannisi J. A., et al.,
Cellular Mechanism of Myocardial Infarct Expansion, Circulation, 1988; 78: 186-201. En resumen, se anestesio a las
ratas con pentobarbital sodico, seguido de ventilacién con presion positiva mediante un tubo endotraqueal. Se us6
una toracotomia en el 4° espacio intercostal izquierdo y la arteria coronaria descendente anterior izquierda (ADI) se
ligé completamente con un hilo de polipropileno 8-0 a una distancia de 3 mm desde la raiz de la ADI.

(Preparacion de placas de cultivo celular con poliestireno injertado con PIPAAm disefiado en rectangulo)

Se prepardé un aplaca de cultivo celular injertada con PIPAAm disefiada con forma de rectangulo con un
procedimiento especifico como se describe en, por ejemplo, Okano T., Yamada N., Sakai H., Sakurai Y., J. Biomed.
Mater. Res., 1993; 27:1243-1251. En resumen, una solucion monomérica de IPAAm en 2-propanol (amablemente
proporcionado por Kohjin, Tokio, Japon) se extendié sobre placas de poliestireno con cultivo tisular (TCPS) (Falcon
3002, Becton Dickinson). Después, estas placas se sometieron a irradiacion (dosis del haz de electrones: 0,25 MGy)
usando un sistema de procesamiento con haz de electrones de area (Nisshin High Voltage), que tiene como
resultado la polimerizacion del IPAAm y la unién covalente de IPAAm a la superficie de la placa. Las placas
injertadas con PIPAAm se aclararon con agua destilada fria para eliminar el IPAAm no injertado, seguido de secado
de las placas con gas nitrogeno. En la segunda etapa, la superficie injertada con PIPAAm se enmascar6 con una
cobertura rectangular de vidrio (24x24 mm, Matsunami, Tokio, Japdn). Se extendié una soluciéon de monémero de
acrilamida (AAm) de 2-propanol sobre la superficie de la placa enmascarada. Después, la superficie de la placa se
irradié con un haz de electrones y se lavo. Como resultado, la region rectangular en el centro de cada placa se
injerté con PIPAAm (respondedor a la temperatura), mientas que el borde circundante se injerté con polo-AAm
(adhesivo no celular). La placa injertada con PIPAAm disefiada en rectangulo se esterilizé con gas de 6xido de
etileno antes de usar en cultivo.

(Cultivo primario de células de musculo ventricular de rata recién nacida)

Se prepararon cardiomiocitos primarios de rata recién nacida de acuerdo con un procedimiento descrito
anteriormente en, por ejemplo, Shimizu T., Yamato M., Akutsu T. et al., Circ. Res., Feb 22, 2002; 90(3):e40. En
resumen, se sacrificoé a las ratas recién nacidas de 1 a 2 dias de edad con anestesia profunda y rapidamente se
extrajeron los corazones, seguido de la digestion con solucién de Hank con colagenasa (clase Il, Worthington
Biochemical) a 37 °C. Las células aisladas se suspendieron en medio de cultivo que contiene 6 % de FCS, 40 % de
medio 199 (Gibco BRL), 0,2 % de solucion de penicilina-estreptomicina, 2,7 mmol/l de glucosa y 54 % de solucion
salina equilibrada (116 mmol/l de NaCl, 1,0 mmol/l de NaH2PQO4, 0,8 mmol/l de MgSO4, 1,18 mmol/l de KCI, 0,87
mmol/l de CaCl, y 26,2 mmol/l de NaHCO;). La suspension celular se sembré a una densidad de 8 x 10°
células/placa, seguido de incubacién en una atmdsfera humidificada que contiene 5 % de CO; a 37 °C.
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(Cultivo primario de fibroblastos)

Se prepararon fibroblastos primarios de acuerdo con un procedimiento publicado previamente en, por ejemplo,
Yablonka-Reuveni Z., Nameroff M., Skeletal Muscle Cell Populations Separation and Partial Characterization of
Fibroblast-Like Cells from Embryonic Tissue Using Density Centrifugation, Histochemistry, 1987; 87:27-38. En
resumen, una suspension de células derivadas del musculo de la para de ratas Lewis de 8 semanas de edad se
separ6 en fibroblastos y células musculares mediante centrifugacion por gradiente de densidad en Percoll™
(Amersham Biosciences Sweden). Los fibroblastos aislados se usaron para una lamina de fibroblastos control.

(Produccién de una lamina de cardiomiocitos)

Los cardiomiocitos aislados de la rata recién nacida se cultivaron sobre placa de cultivo celular de poliestireno
injertada con PIPAAm disefiada como rectangulo. Disminuyendo la temperatura a 20 °C, las células se
desprendieron como una lamina celular rectangular. Se apilaron dos laminas de cardiomiocitos para producir un
injerto de corazén mas grueso. La observacion transversal de la lamina cardiaca de doble capa demostré una intima
conexion y tejido homogéneo de tipo corazén. El movimiento simultaneo de una lamina de cardiomiocitos de cuatro
capas se detectd a simple vista (datos no mostrados). En el caso de la lamina de fibroblastos, los fibroblastos
aislados se cultivaron en la misma placa durante 2 dias y se desprendieron como una lamina celular rectangular
mediante el mismo método.

(Implantacién de una lamina de cardiomiocitos)

La lamina de cardiomiocitos se implantd en ratas de Lewis 2 semanas después de la union de la ADI.
Especificamente se realizd una toracotomia en el 4° espacio intercostal izquierdo en la rata con anestesia general.
La region del infarto se identificé visualmente en base a la cicatriz de la superficie y el movimiento anormal de la
pared. La lamina de cardiomiocitos o la lamina de fibroblastos se implantaron en un miocardio infartado. No se traté
a un grupo control.

La funcion cardiaca se evalu6 2 semanas, 4 semanas y 8 semanas después de la implantacion. 8 semanas después
de la implantacién se extrajo el corazon y se secciond y se proceso para pruebas histolégicas e inmunohistologicas.

Con el fin de identificar la lamina de cardiomiocitos implantada, se aislaron cardiomiocitos de rata recién nacida
EGFP con el mismo protocolo y se prepar6é una lamina de d. Los presentes inventores implantaron la lamina de
cardiomiocitos de rata recién nacida EGFP en un miocardio infartado de ratas atimicas. Los presentes inventores
pudieron detectar cardiomiocitos positivos EGFP en el e miocardio infartado (Figura 6, parte inferior izquierda y parte
inferior derecha).

(Medicion de la funcion cardiaca del corazéon de rata)

Se anestesié a las ratas con pentobarbital sédico. La anestesia se suplemento con etanol para mantener una
anestesia ligera. Las ratas se aseguraron ligeramente en una posicion supina y se afeitaron los precordios de las
ratas. Se realizé una ultrasonografia del corazén usando un ecocardiografo disponible comercialmente SONOS 5500
(PHILIPS Medical Systems, EE.UU.). Se colocé un transductor de matriz anular de 12 MHz en una capa de gel
acoplador acustico aplicada sobre el hemitérax izquierdo. Se hizo que el transductor se pusiera cuidadosamente en
contacto adecuado con el térax al tiempo que se evita un nivel excesivo de presion en el térax. Se realizaron
imagenes de las ratas en posicion de decubito lateral izquierdo. Primero se obtuvieron imagenes del corazén en un
modo bidimensional en una seccioén transversal del eje corto a un nivel del diametro mayor del ventriculo izquierdo
(VI). El area del ventriculo izquierdo (VI) sistdlico y el area del ventriculo izquierdo (V1) diastdlica se determinaron al
mismo tiempo. El volumen del ventriculo izquierdo (VI) se Estim6 en base al area del eje corto del ventriculo
izquierdo (V1) Gorcsan J. 3rd, Morita S., Mandarino W.A., Deneault L.G., Kawai A., Kormos R.L., Griffith B.P., Pinsky
M. R., Two-dimensional Echocardiographic Automated Border Detection Accurately Reflects Changes in Left
ventricular Volume, J. Am. Soc. Echocardiogr., 1993; 6: 482-9). La imagen resultante se usé para localizar un cursor
en modo M perpendicular a la pared anterior del ventriculo izquierdo (V1) y la pared posterior del ventriculo izquierdo
(VI). Todas las mediciones se realizan on line usando un monitor. Las mediciones diastdlicas se realizaron en el
momento de una dimension diastélica maxima del ventriculo izquierdo (VI) maxima aparente. Una dimension
telesistdlica del ventriculo izquierdo (VI) se midi6 en el momento de la desviacion sistdlica mas anterior de la
posterior del ventriculo izquierdo (VI). Se midieron la dimensién del ventriculo izquierdo (V1) en la diastole (LVDd) y
la dimensién del ventriculo izquierdo (VI) del ventriculo izquierdo (VI) en la sistole. Los datos de dimension y los
datos del area se representaron mediante promedio de los valores medidos de dos o tres latidos seleccionados. Una
fraccion de eyeccion (FE) del ventriculo izquierdo (V1) se calculé mediante:

LVEF (%) = [ (LVDd® - LVDs®) / LVDd® ] x 100
El acortamiento fraccional (FS) del VI % se calculé mediante:

LV %FS = [ (LVDd - LVDs) / LVDd ] x 100

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 535087 T3

(Cuantificacion mediante endocardiografia del movimiento de la pared del ventriculo izquierdo regional usando
cinesia)

La cinesia en color es una extension de esta tecnologia, que compara los valores de retrodispersion tisular entre
sucesivos marcos acusticos como medio para rastrear automaticamente y mostrar el movimiento del endocardio en
tiempo real. La cinesia en color se incorporé en un sistema de ultrasonidos disponible comercialmente (SONOS
5500, PHILIPS Medical Systems, EE.UU.) (Auchincloss 1988, Transplantation 46:1; Robert M. L., Philippe V., Lynn
W., James B., Claudia K., Joanne S., Rick K., David P., Victor M. A., et al., "Echocardiographic quantification of
regional left ventricular wall motion with color kinesis", Circulation, 1996, 93:1877-1885).

En todos los sujetos del estudio se realizaron ecografias con un transductor de la matriz anular de 12-MHz. El eje
corto paraesternal mediopapilar se obtuvo durante y después de espirar en la posicion de decubito lateral. Después
de optimizar la calidad de las imagenes, se activo el sistema de cuantificacién acustica para la deteccion de los
limites endocardicos. El control de la ganancia (ganancia total y lateral, concentracion de la ganancia con el tiempo)
se ajusto para optimizar el rastreo de la interfaz sangre-endocardio en una region predefinida de interés. Después, la
cinesia en color se activd para la codificacion por colores in line de desviaciones endocardicas durante la sistole. Las
secuencias de las imagenes que contenian datos de cinesia en color se obtuvieron a través del circulo cardiaco y se
almacenan en un formato digital de discos opticos para el analisis-OFF-LINE.

(Histopatologia)

Se obtuvieron muestras del miocardio del ventriculo izquierdo a las 2 y 8 semanas de la implantacion de la lamina de
cardiomiocitos. Cada muestra se introdujo en formaldehido neutro al 10 % y se incluyé en parafina. De cada muestra
se contaron unas pocas secciones en serie y se tifieron con hematoxilina y eosina para su inspeccién al microscopio
optico.

Para marcar las células endoteliales vasculares se realizé una tincion inmunohistoquimica del antigeno relacionado
con el factor VIII. Las secciones congeladas se fijaron con soluciéon de paraformaldehido al 2 % en PBS durante 5
minutos a temperatura ambiente, se sumergieron en metanol con peréxido de hidrégeno al 3 % durante 15 minutos,
después se lavaron con PBS. Las muestras se cubrieron con una solucién de seroalbumina bovina (DAKO LSAB Kit
DAKO CORPORATION, Dinamarca) durante 10 minutos para bloquear las reacciones inespecificas. Las muestras
se incubaron durante la noche con el anticuerpo conjugado con EPOS contra el antigeno relacionado con el factor
VIl acoplado con HRP (DAKO EPOS factor de Von Wille Brand antihumano/HRP, DAKO Dinamarca), Después de
lavar las muestras con PES, se sumergieron en una solucién de diaminobencidina (0,3 mg/ml de diaminobencidina
en PBS) para obtener una tincién positiva.

Para detectar conexina 43, se realizd la tincion inmunohistoquimica del antigeno relacionado con la conexina 43. Las
secciones congeladas se sumergieron en metanol con perdxido de hidrégeno al 3 % durante 5 minutos y después se
lavaron con PBS. Las muestras se incubaron durante 20 minutos con un anticuerpo monoclonal de ratén frente a
conexina 43 (CHEMICON International, Inc. EE.UU.). Después de lavar las muestras con PBS, se sumergieron en
inmunoglobulinas antiraton biotiniladas (DAKO Dinamarca) durante 10 minutos y después se lavaron con PBS. Las
muestras se sumergieron en estreptavidina conjugada con peroxidasa (DAKO Dinamarca) durante 10 minutos.
Después de lavar las muestras con PBS, se sumergieron en una solucion de diaminobencidina (0,3 mg/ml de
diaminobencidina en PBS) para obtener una tincion positiva.

(Analisis electrofisiologico)

Un microelectrodo (de 100 pm de diametro, Unique Medical Co., Ltd., Tokio) para capturar los potenciales eléctricos
se colocd sobre una cicatriz donde se han implantado laminas de cardiomiocitos, una cicatriz donde se han
implantado laminas de fibroblastos o una cicatriz sin tratamiento. Los otros dos electrodos se colocaron sobre la
region subcostal izquierda y femoral derecha. Para la estimulacion del miocardio del huésped se colocaron dos
microelectrodos sobre una auricula. Para la deteccidn del electrocardiograma del huésped de fijaron tres electrodos
sobre las regiones de la mama superior derecha, subcostal izquierda y femoral derecha. Ambos electrogramas se
amplificaron mediante amplificadores bioeléctricos (UA-102, Unique Medical Co., Ltd., Tokio) y se registraron
mediante un sistema de adquisicion de datos (UAS-108S, Unique Medical Co., Ltd., Tokio). La auricula se estimulo
al ritmo de 300 Ipm mediante un estimulador (NIHON KODEN Japén). Después se capturd el potencial eléctrico en
las regiones de interés.

A continuacion, con el fin de analizar el umbral, se colocaron dos microelectrodos para estimulacién sobre la cicatriz
sin tratamiento, la cicatriz donde se ha implantado la [amina de cardiomiocitos o la cicatriz donde se ha implantado la
lamina de fibroblastos. Para la deteccion de un electrocardiograma del huésped al ritmo, se fijé un electrodo sobre
un miocardio normal y los otros dos electrodos se colocaron en las regiones subcostal izquierda y femoral derecha.
Después, los presentes inventores estimularon la cicatriz sin tratamiento, la cicatriz donde se ha implantado la
lamina de cardiomiocitos o la cicatriz donde se ha implantado la lamina de fibroblastos al ritmo de 300 Ipm mediante
el mismo estimulador.
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(Analisis de datos)

Los datos se presentan como la media + la desviacion estandar (SD). Con el fin de evaluar la significacion de las
diferencias entre los grupos individuales, la evaluacion estadistica se realizé con la prueba no paramétrica de Mann-
Whitney de dos muestras. La significacion estadistica se determiné como un valor de p inferior a 0,05.

(Resultados)
(Caracteristicas de los injertos cardiacos)

Las laminas de cardiomiocitos desprendidas redujeron su tamafio 5,76 cm? a 1,11 + 0,05 cm? (n=3) en la zona
debido a la reorganizacion del citoesqueleto. Por otro lado, el espesor se incremento de 20,1 £ 0,9 ym a 52,4 + 6,0
pm (n=3). Las laminas cardiacas se contrajeron espontaneamente mediante observacién macroscopica.

(Evaluacion histoldgica)

Los presentes inventores pudieron desprender una lamina monocapa de cardiomiocitos a baja temperatura (Figura
6, parte superior izquierda). La lamina de cardiomiocitos se fij6 sobre un miocardio infartado inmediatamente
después de la implantacion sin ligadura (Figura 6, parte superior derecha). 2 semanas después de la implantacion, el
examen histoldgico de la tincion con hematoxilina-eosina (HE) de la lamina de cardiomiocitos implantada mostré una
buena fijacién en alineacion sobre el miocardio infartado y sin acumulacion de células inflamatorias. La flecha
amarilla indica una lamina de colageno, que es necesaria para liberar la lamina de cardiomiocitos en el miocardio
infartado (Figura 7). La inspeccion visual de la lamina de cardiomiocitos implantada a las ocho semanas de la
implantacion reveld la union intima entre la lamina de cardiomiocitos implantada y un corazon receptor. La tincion
con de la lamina de cardiomiocitos implantada después de ocho semanas desde la implantacion demostré la
integracion de la lamina de cardiomiocitos con el miocardio huésped alineacion en el centro de la cicatriz (Figura 7,
parte inferior derecha). La tincion inmunohistoquimica mostré conexina 43 orientada al azar en la lamina de
cardiomiocitos implantada y alrededor de una region de contacto entre la lamina de cardiomiocitos implantada y el
corazon receptor (Figura 7, parte central inferior). La tincién inmunohistoquimica con el factor VIII demostré muchas
células positivas para el Factor VIl en y alrededor de la lamina de cardiomiocitos implantada (Figura 7, parte inferior
izquierda).

(Recuperacion funcional del miocardio infartado)

El analisis en modo B mostré que la dilatacion del ventriculo izquierdo se habia suprimido bien y el movimiento de la
pared global estaba bien conservado en el grupo T en comparacion con el grupo C (Figura 8). Una fraccion de
eyeccion (FE), un acortamiento fraccional (FS) y una zona telediastolica ventricular izquierda (LVESA) basal no
fueron significativamente diferentes entre los tres grupos.

2 y 4 semanas después de la implantacion, la endocardiografia 2D mostré una mejora significativa de la FE y el FS
en el grupo T en comparacion con los de los otros grupos. La LVESA fue significativamente menor en el grupo T que
en los otros grupos. Estas mejoras funcionales se conservaron 8 semanas después de la implantacién (Figura 9).

(Experimentos electrofisioldgicos)

Los experimentos electrofisiolégicos mostraron el componente de un pico de la onda QRS de la zona de la cicatriz
tratada en el grupo T, a pesar de dos picos de la onda QRS como blogues de ramificacion en el grupo C (Figura 11).
Se observo un efecto en el grupo F, aunque el nivel del efecto fue menor que el del grupo T. Adicionalmente, los
experimentos electrofisiolégicos demostraron una mejora de la amplitud (voltios) del complejo QRS en el grupo T, a
pesar de la baja amplitud en los grupos F y C (grupo C frente al grupo T: 2,79 + 0,9 V frente a 0,83 + 0,64 V, P<0,05)
(Figura 11).

En el grupo T, cuando se estimul6é una auricula a la frecuencia de 300 Ipm mediante un estimulador, se detectaron
picos eléctricos simultaneos en el area implantada (Figura 10, parte inferior izquierda). Adicionalmente, un umbral
para marcar un corazon receptor fue menor en el grupo T que en los grupos F y C (grupo C frente al grupo F frente
algrupoT:49+09Vvs3.0+0.7Vvs1,7+0,5V, P<0,05) (Figura 10, parte derecha).

(Resultados)

Un dominio respondedor a la temperatura hecho de poli(N-isopropilacrilamida) se injerté en superficies de cultivo
celular de poliestireno. Se cultivaron cardiomiocitos de rata recién nacida en estas placas y se desprendieron como
una lamina rectangular de células por debajo de 20 ° C sin tripsina. Dos laminas se apilaron para hacer los injertos
cardiacos mas gruesos. Estas laminas de cardiomiocitos se contrajeron espontaneamente. La observacion
transversal de las dos laminas demostré una intima conexion y tejido homogéneo de tipo corazoén.
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Dos semanas después de la ligadura de la arteria descendente anterior izquierda (ADI) se realizaron dos
tratamientos diferentes: 1) implantacién de la lamina de cardiomiocitos (grupo T, n = 10); y 2) implantacion de la
lamina de fibroblastos (grupo F, n = 10). El grupo control no se tratd (grupo C, n = 10). La endocardiografia demostro
que la funcion cardiaca mejordé significativamente en el grupo T dos, cuatro, y 8 semanas después de la
implantacion. La cinesia en color demostré6 que el movimiento de la pared sistdlica regional se recuperaba de
manera excelente en comparacion con los valores anteriores a la implantacion. Las laminas de cardiomiocitos fijadas
sobre el miocardio infartado estaban en alineacion y parecian ser tejido homogéneo en el miocardio. La tincion
inmunohistoquimica demostré neoangiogénesis y conexina 43 orientada al azar en las laminas de cardiomiocitos
implantadas. Los experimentos electrofisiolégicos mostraron la mejora de la onda R y el componente de un pico del
complejo QRS en el area de la cicatriz tratada en el grupo T, a pesar de los componentes de dos picos del complejo
QRS como bloqueo de la rama en los grupos F y C. Adicionalmente, un umbral para marcar un corazoén receptor fue
menor en el grupo T que en los grupos F y C (grupo C frente al grupo F frente al grupo T: 4,9+ 0,9V frente a 3,0 +
0,7V frentea1,7£0,5V, P<0,05).

(Discusion)

El reciente desarrollo de miocardiopatia celular introducido mediante inyeccién con aguja ha proporcionado un nuevo
abordaje a la restauracion de la funcion cardiaca deteriorada (Taylor D. A., Atkins B. Z., Hungspreugs P., Jones T.
R., Reedy M. C., Hutcheson K. A., Glower D. D., Kraus W. E., Regeneration of Functional Myocardium: Improved
Performance after Skeletal Myoblast Transplantation, Nature Med., 1998; 4:929-933). Potenciales ventajas
adicionales del método de implantacion de la lamina de cardiomiocitos son un mejor control del proceso de
formacion de tejido (la forma, el tamafio, y la consistencia de un injerto), una técnica de implantacion facil, y la
implantacién de una serie de células con minima pérdida de células. Por el contrario, un método de inyeccion
proporciona una pérdida de una determinada cantidad de células o de su proteina de la superficie (por ejemplo,
conexina 43) por medio de tratamiento con tripsina. Ademas del infarto de miocardio, el método de implantacion de
la lamina de cardiomiocitos puede ser Util para la reparacion de la disfuncién miocardica mundial (en, miocardiopatia
dilatada). Para lograr aplicaciones clinicas, la masa de tejido de miocardio implantado total es de importancia crucial
para la reparacion del miocardio deteriorado y la mejora de la angiogénesis puede hacer posible que las laminas
cardiacas sean mas gruesas y liberen mas células en el miocardio deteriorado.

En este ejemplo, los presentes inventores han desarrollado una lamina de cardiomiocitos contractiles sin un
armazon y han analizado la funcion cardiaca y la evaluacion histolégica después de la implantacién. La lamina de
cardiomiocitos se ha fijado a un miocardio infartado acompafiado de angiogénesis. La lamina de cardiomiocitos
parecia tejido de miocitos homogéneo que expresa conexina 43 y se contrajo de forma simultanea in vivo. Los
cardiomiocitos en lamina de cardiomiocitos exhibieron alineacion y pocas células inflamatorias acumuladas en la
lamina de cardiomiocitos implantada. La implantacion de la lamina de cardiomiocitos prometié una mejora excelente
del funcionamiento cardiaco sistolico y diastolico. Los experimentos electrofisioldgicos revelaron que la lamina de
cardiomiocitos mejora la conductividad eléctrica en la cicatriz y reconstruye el componente de un pico del complejo
QRS en el area de la cicatriz tratada. Estos datos demostraron la hipétesis de los presentes inventores de que las
laminas de cardiomiocitos contractiles exhiben integraciéon histoldégica y eléctrica con el miocardio deteriorado
acompafada de angiogénesis y expresion de conexina 43 e induce la mejora significativa de rendimiento cardiaco.
Segun el mejor conocimiento de los presentes inventores, este es el primer informe donde la terapia de regeneracion
miocardica tuvo éxito en el miocardio deteriorado usando una lamina cardiaca de ingenieria tisular.

Los principales factores de integracion en la terapia regenerativa son integracion dinamica, integracion eléctrica e
integracion histologica.

Respecto a la integracion dinamica, los cardiomiocitos de la lamina de cardiomiocitos implantada mostraron
alineacion y estimularon una mejoria significativa de la funcion sistélica regional y global en el miocardio infartado.
La remodelacion deteriorada es responsable de la deformacion estructural cardiaca y el deterioro de la funcion
cardiaca en un corazoén infartado (Tyagi S.C., Extracellular Matrix Dynamics in Heart Failure: A Prospect for Gene
Therapy, J. Cell. Biochem., 1998, 68:403-410). Kelley et al. mostraron que la restriccion de la dilatacion de un
ventriculo izquierdo (V1) con una malla colocada sobre un miocardio infartado conserva la geometria del ventriculo
izquierdo (V1) y la funcién de reposo un modelo de infarto de miocardio en ovejas (Kelley S.T., Malekan R., Gorman
J. H. et al., Restraining Infarct Expansion Preserves Left Ventricular Geometry and Function after Acute Anteroapical
Infarction, Circulation, 1999, 99:135-142). Aunque tanto la preservacion de la geometria del ventriculo izquierdo (V1)
como la mejora de una funcion sistdlica regional en tejidos con la funcién alterada pueden ser esenciales para la
reparacion de la funcién sistélica en un corazén deteriorado, solo la atenuacién de la dilatacién del ventriculo
izquierdo (VI) no es un tratamiento adecuado. Los datos de los presentes inventores, en los que las laminas no
contractiles no mejoraron la funcion sistélica en comparacion con las laminas contractiles apoyan esta conclusion.
Ademas, los datos de los presentes inventores demostraron una angiogénesis significativa en el miocardio infartado.
Uno de los mecanismos para la mejora de la funcién cardiaca puede ser la angiogénesis inducida por una lamina de
cardiomiocitos implantada. En resumen, la mejora significativa de la funcién sistélica inducida por una lamina de
cardiomiocitos implantada es responsable de la preservacion de la geometria del ventriculo izquierdo (VI), la mejora
de la funcion sistdlica regional y la induccion de angiogénesis.
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Respecto a la integracion eléctrica, el estudio de los presentes inventores demostré que un conductor eléctrico
conductividad (es decir, una lamina de cardiomiocitos que expresan conexina 43) estimuld la conductividad en la
cicatriz, lo que conduce a la mejora de la amplitud del complejo QRS y la reparacién de los componentes de dos
picos del bloqueo de rama del complejo QRS en el miocardio infartado. Los patrones de bloqueo de rama es
probable que estén relacionados con fibrosis o necrosis en el miocardio (Agarwal A. K., Venugopalan P., Right
Bundle Branch Block: Varying Electrocardiogram Patterns., An Etiological Correlation, Mechanisms and
Electrophysiology, International Journal of Cardiology, 1999, 71:33-39). El cambio histoldgico se reflejo a la amplitud
del complejo QRS en el registro electrocardiografico (Sakamoto A., Ono K., Abe M., Jasmin G., Eki T., Murakami Y.,
Masaki T., Toyo-oka T., Hanaoka F., Both Hypertrophic and Dilated Cardiomyopathies Are Caused by Mutation of
the Same Gene, delta-sarcoglycan, en Hamster: An Animal Model of Disrupted Dystrophin-associated Glycoprotein
Complex, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Dec 9, 1997, 94 (25):13873-8). Los hechos del movimiento simultaneo de la
pared demostrados en EE.UU., la reparacién de los componentes de dos picos del bloqueo de rama de tipo
complejo QRS y la disminucidon de un umbral en la cicatriz podrian revelar una conexion eléctrica entre una lamina
de cardiomiocitos implantada y un miocardio huésped. Por esta razén, las laminas de células mantuvieron una
buena condicién de la superficie con la conexina 43, cuando los presentes inventores usaron placas respondedoras
a la temperatura, y no tripsina, para desprender las laminas de células de las placas de cultivo.

Respecto a la integracion histolégica, las laminas de cardiomiocitos implantadas mostraron una buena fijacion con el
miocardio infartado con angiogénesis. Ya, los presentes inventores demostraron que la integracion histoldgica
mediante la mejora de las interacciones célula / célula 'y célula / MEC por un factor de crecimiento en la sangre es
esencial para la regeneracion miocardica del miocardio infartado (Miyagawa S., Sawa Y., Taketani S., Kawaguchi N.,
Nakamura T., Matsuura N., Matsuda H., Myocardial Regeneration Therapy for Heart Failure, Hepatocyte Growth
Factor Enhances the Effect of Cellular Cardiomyoplasty, Circulation, 2002, 105: 2556-2561). Kushida et al.
informaron de que los agentes adhesivos en las laminas de células estaban bien conservados después del
desprendimiento de las placas respondedoras a la temperatura(Kushida A., Yamato M., Konno C., Kikuchi A,
Sakurai Y., Okano T., J. Biomed. Mater. Res. 45:355-362, 1999). Por lo tanto, estas laminas muestran una buena
fijaciéon e integracion con varios 6rganos con una buena preservacion de las moléculas adhesivas en su superficie
(Shimizu T., Yamato M., Kikuchi A., et al., Two-dimensional Manipulation of Cardiac Myocyte Sheets Utilizing
Temperature-responsive Culture Dishes Augments the Pulsatile Amplitude, Tissue Eng., 2001, 7(2):141-51, 24; y von
Recum H.A., Kim S.W., Kikuchi A., Okuhara M., Sakurai Y., Okano T., Retinal Pigmented Epithelium Culture on
Thermally Responsive Polymer Porous Substrates, J. Biomater. Sci. Polym. Ed 9: 1998, 1241-1254). Ademas, la
liberacion de células con preservacion de la comunidad celular puede ser importante para la supervivencia y la
viabilidad de las células en contraste con la liberacidon de las células a través de un método de inyeccion. Estos
resultados indican que las laminas de cardiomiocitos sin armazones hacen un sincitio con un miocardio huésped.

Una fuente de células para las laminas es un asunto muy importante en aplicaciones clinicas. Recientemente, los
mioblastos son los mas ampliamente utilizados para aplicaciones clinicas de trasplante de células. Los mioblastos
tienen un potencial de tolerancia isquémica en lugar de los cardiomiocitos. Por lo tanto, los mioblastos son una de
las fuentes de células adecuadas para la implantacion de laminas de células en aplicaciones clinicas en la
actualidad.

En conclusion, los presentes inventores han demostrado que las laminas de cardiomiocitos contractiles integrados
con un miocardio deteriorado dinamicamente, eléctricamente e histolégicamente.

La implantacion de laminas de cardiomiocitos puede ser una nueva y prometedora estrategia para la reparacion del
rendimiento funcional y la estructura cardiaca en el miocardio deteriorado.

Las laminas de fibroblastos también proporcionan una ligera mejora que es menor que la de las laminas de las
células del corazén. Por tanto, se demostré que las laminas de fibroblastos tienen un potencial de uso al menos para
primer auxilio.

(Conclusion)

Un tejido protésico utilizando cardiomiocitos de rata recién nacida integrado con miocardio alterado y mejor6 la
funcién cardiaca en un modelo cardiaco de isquemia. Aunque los presentes inventores en el presente documento
utilizaron cardiomiocitos, un tejido protésico organizado utilizando una técnica de lamina de células introduce un
nuevo concepto de implantacién de tejido y es util en el campo de la medicina regenerativa. Esta técnica se muestra
esquematicamente en las Figuras 1Ay 1B.

(Ejemplo 2 (Referencia))

(La lamina de mioblastos autoderivada regenera el miocardio deteriorado: Un camino a la aplicacion clinica,
ejemplos demostrativos usando ratas)

Es probable que los recientes avances en la ingenieria de tejidos proporcionen un tejido funcional implantable que
comprende varias células distintas de las células miocardicas, y matrices extracelulares. Los presentes inventores
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disefiaron laminas de mioblastos autdlogos. Los presentes inventores consideraron que estas laminas son
beneficiosas para aplicaciones clinicas. Por tanto, en este ejemplo, los mioblastos se utilizaron como material para la
construccion de un tejido protésico o estructura tridimensional y se demostré un efecto del tejido protésico o
estructura tridimensional en aplicaciones clinicas.

(Métodos)

Se cred un corazon deteriorado en 28 ratas mediante ligadura de la arteria descendente anterior izquierda (DAI)
durante 2 semanas. Un dominio respondedor a la temperatura hecho de un polimero de (N-isopropilacrilamida) se
recubrié en placas de cultivo. Mioblastos esqueléticos (ME) aislados del musculo de la pierna se cultivaron y se
desprendieron de las placas como una lamina de células en monocapa (tejido) a 20 °C (Figura 13). Se implantaron
dos laminas de mioblastos en nueve ratas (grupo (S) de la lamina de mioblastos = 10" células). Las células
mioblastos se inyectaron en 9 ratas (grupo | = 10 células). Se realizé una terapia no celular en 10 ratas (grupo C =
solo se inyecté medio).

(Medicion de la funcion cardiaca)

Se oper¢ a las ratas con anestesia. La funcién cardiaca se monitorizo los dias 14 y 28 después de la operacion. Se
uso6 un dispositivo de ultrasonidos (SONOS 5500) con un transductor de matriz anular de 12 MHz para realizar una
endocardiografia (Figura 18). Se realizaron imagenes en el eje corto paraesternal e imagenes en el eje largo
paraesternal en los modos de obtencion de imagenes B y M. Ademas de la presion de la pared anterior, se midieron
los parametros globales (por ejemplo, el diametro telediastdlico del ventriculo izquierdo, el diametro telesistdlico del
ventriculo izquierdo, el acortamiento fraccional y la fraccion de eyeccion) (Figura 14).

(Histologia)

2 y 4 semanas después, se sacrificé a las ratas con exceso de pentobarbital y se extirparon los corazones. Los
corazones se fijaron con formaldehido al 10 % y se incluyeron en parafina. Se cortaron secciones en serie de 5 mm
de espesor desde la base a la punta del corazén a lo largo de un eje longitudinal del mismo usando un bafio de baja
temperatura. A continuacion, se realizé un tratamiento para histologia estandar (como se muestra en las Figuras 15
y 17, la tincion con hematoxilina-eosina se realizé para la visualizacion de los musculos y la tincion tricrémica de
Masson para evaluar el contenido de colageno se realizd para la evaluacion del contenido de colageno).

(Resultados)
(Efecto de la implantacién de mioblastos sobre la funcién cardiaca)

Segun los experimentos, el infarto de miocardio tuvo como resultado una mortalidad aguda de menos del 20 % en
un plazo de 24 horas después de la operacion. El procedimiento de implantacién de células no causé la muerte de
mas animales.

La remodelacion ventricular causé caracteristicamente un aumento de tamafio global de la cavidad cardiaca y fallo
de la bomba. A las 2, 4 y 8 semanas de la operacion, el grupo de tejido (grupo ME) y el grupo de IM sufrieron una
disminucion significativa del diametro del ventriculo izquierdo y tanto la zona telediastdlica ventricular izquierda
(LVEDA) como la zona telesistdlica ventricular izquierda (LVESA) mejoraron después del tratamiento. Ademas, el
valor de la fraccion de eyeccion (FE) de valor y el valor del acortamiento fraccional (FS) del grupo de la lamina de
mioblastos también fueron elevados en comparacioén con los del grupo de IM (Figura 19).

Los corazones en el grupo de control que no fueron sometidos a la terapia celular mostraron una dilatacién adicional
de un ventriculo, hipertrofia de una pared anterior, y valores claramente bajos de la fraccion de eyeccion (FE) y del
acortamiento fraccional (FS).

(Observaciones histolégicas)

La histologia reveld que los corazones deteriorados del grupo de IM tenian una pared dilatada con un espesor no
uniforme (Figura 20), y no contenian sustancialmente parches de células implantadas (Figura 21). En contraste con
ello, el corazdn infartado con la lamina implantada tenia una pared que no dilataba y era uniformemente gruesa, y
estaba celularizada adecuadamente, y no tenia cicatrices. La supervivencia de la lamina implantada se identificé a
las 2, 4 y 8 semanas después de la implantacion.

La pérdida técnica de células de implantacion se analizé6 mediante RT-PCR basada en la presencia del cromosoma

Y. Como resultado, la pérdida fue menor a los 15 minutos y 1 dia después de la operaciéon en el grupo ME que en el
grupo IM (3,7 £ 0,5 % frente a 1,7 £ 0,5 % del nimero total de células del corazoén).
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(Fotografias secuenciales)

Al tomar una imagen en movimiento, se confirmé que la implantacion de mioblastos de la presente invencion
realmente causaba pulsacion (Figuras 22A-F a 29).

Las figuras 22A a 22F muestran una representacion de imagen en movimiento de un resultado de un examen
electrofisiologico, presentando marcos representativos (imagenes fijas). Las figuras 22A a 22C indican el control, y
las Figuras 22D a 22F indican los resultados de una lamina de mioblastos de la presente invencion.

Las figuras 23A a 23C muestran una representacioén de imagen en movimiento de la expresion de GFP, presentando
marcos representativos (imagenes fijas). Se observa que una lamina de mioblastos de la presente invencion en
realidad era pulsatil.

Las figuras 24A a 24C muestran una representacion de imagenes en movimiento de una ultraecografia de un
corazoén infartado tratado de acuerdo con la presente invencion, presentando marcos representativos (imagenes
fijas).

Las figuras 25A a 25C también muestran una representacion de imagenes en movimiento de una ultraecografia de
un corazon infartado tratado de acuerdo con la presente invencion, presentando marcos representativos (imagenes
fijas). La parte izquierda de la figura muestra un corazoén infartado control, mientras que la parte derecha muestra un
resultado de una lamina de mioblastos de la presente invencién. Como puede verse en la figura, la presente
invencioén curd sustancialmente el infarto, de forma que el corazoén latia sustancialmente con normalidad.

Las Figuras 26A a 26C es una fotografia que muestra la misma muestra que en las Figuras 25A a 25C a diferentes
puntos de tiempo. Como puede verse a partir de estas figuras, el corazén infartado se curd sustancialmente por la
presente invencion.

Las figuras 27A a 27C muestran una representacion de imagenes en movimiento de una ultraecografia de un
corazoén infartado tratado de acuerdo con la presente invencion, presentando marcos representativos (imagenes
fijas). Como puede verse en la figura, el infarto se curé mediante el tratamiento de la presente invencion.

(RT-PCR)

A continuacién, con el fin de mostrar afinidad celular, el nimero de células implantadas se cuantificé mediante RT-
PCR. En este ejemplo, el nimero de copias de genes se evalué mediante el ensayo de TagMan para SRYe IL 2.

La RT-PCR se realizdé usando un cebador que era una parte de un gen derivado del cromosoma Y en las células
masculinas. Al medir la cantidad del gen en los cromosomas de un huésped femenino, se confirmé la afinidad.

Se uso el siguiente cebador.

Como una solucién de reaccion se utilizé la siguiente solucién de reacciéon mixta para PCR.

Mezcla universal (proporcionada por el fabricante) 12,5 pl
Cebador directo (100 yM) 0,05 pl
Cebador inverso (100 pM) 0,05 pl
Sonda (50 uM) 0,1 ul
dH.0 10,3 ul
Molde (ADN) 2,0 ul

Las secuencias de los cebadores y la sonda se describen a continuacion.

SRY (cebador directo) GCC TCA GGA CAT ATT AAT CTC TGG AG (SEC ID N° 15)
(cebador inverso) GCT GAT CTC TGA ATT CTG CAT GC (SEC ID N° 16)

(sonda) AGGCGCAAGTTGGCTCAA CAG AAT CC (SEC ID N° 17)

IL2 (cebador directo) GCC TTG TGT GTT ATA AGT AGG AGG C (SEC ID N° 18)
(cebador inverso) AGT GCC AAT TCG ATG ATG AGC (SEC ID N° 19)

(sonda) TCT CCT CAG AAA TTC CAC CAC AGT TGC TG (SEC ID N° 20)

Se usaron 100 ng de cada ADN gendmico para realizar la PCR. La solucién de reaccion mezclada se introdujo en
pocillos de placas de reacciéon MicroAmp Optical de 96 pocillos. Los pocillos se taparon con patas MicroAmp Optical
Caps. Las burbujas de aire se eliminaron brevemente y se recogio el liquido presente en el fondo de cada pocillo.
Cada gen se midi6 por triplicado. La PCR se realiz6 utilizando el sistema de deteccion de secuencias ABI Prism
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7700.

El ADN estandar fue el siguiente: (200 ng. 40 ng. 8 ng, 1,6 ng 0,32 ng 0,064 ng); (SRY 200 ng = 3x10* copias; IL2
200 ng = 6x10* copias).

Los parametros para el ciclado térmico se describieron a continuacion.

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
50 °C/2 min 95 °C/10 min 40 ciclos de 95 °C/15 s - 60 °C/1 min

El indice de células masculinas se obtuvo mediante la siguiente expresion:
(2x SRY /1L2) x 100

Como resultado, como se muestra en la Figura 28, se demostré que la implantacion de la lamina (tejido
tridimensional) tiene un nivel mas satisfactorio de afinidad que la de la implantacion de aguja (la propia célula).

(Demostracion de celularidad)
Se examind en qué tipo de células contenidas en una lamina de cardiomiocitos implantada se diferenciaban.

Por lo tanto, se realizaron tincién tricromica de Masson, tincion con HE (hematoxilina-eosina), tincion rapida de MHC
y tincién lenta de MHC.

Estos procedimientos se realizaron del siguiente modo.
<Tincion tricromica de Masson>

La tincion tricromica de Masson se realiza del siguiente modo. La tincion tricromica de Masson tifie los nucleos con
hematoxilina férrica. Después, las pequefias moléculas de pigmento (fucsina acida, xilidina de ponceau) que tienen
una velocidad de difusion alta entran en los canales reticulares y, después, las moléculas grandes de pigmento (azul
anilina) que tienen una velocidad de difusion baja entran en la estructura en bruto de las fibras de colageno, tifiendo
de este modo la célula de azul.

La tincion tricréomica de Masson utiliza los siguientes reactivos.

A) Colorante mordiente

solucién acuosa de acido tricloroacético al 10 % 1 parte

solucién acuosa de dicromato potasico al 10 % 1 parte

B) Solucion de hematoxilina férrica de Weigert (cantidades iguales de la soluciéon 1 y la solucién 2 se mezclan en
uso)

Solucion 1
hematoxilina 19
etanol al 100 % 100 ml
Solucion 2
cloruro férrico 20g
acido clorhidrico (25 %) 1ml
agua destilada 95 ml

C) Acido clorhidrico al 1 % y alcohol al 70 %

D) Solucién |
1 % de rojo Biebrich 90 ml
1 % de fuccsina acida 10 ml
acido acético 1ml
E) Solucion 11 )
Acido fosfomolibdico 59
Acido fosfotlngstico 59
agua destilada 200 ml
F) Solucion llI
Azul anilina 259
acido acético 2ml
agua destilada 100 ml
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G) Agua acido acético al 1 %
Procedimiento para la tincién tricromica de Masson:

. Desparafinacion, lavado con agua, el agua destilada;

. Aplicacion de mordiente (de 10 a 15 minutos);

. Lavado con agua (5 minutos);

. Solucién de hematoxilina férrica de Weigert (5 minutos);
. Lavado ligero con el agua;

. Separacion con acido clorhidrico al 1 % y alcohol al 70 %;
. Desarrollo de color, lavado con agua (10 minutos);

. Agua destilada;

. Solucién | (de 2 a 5 minutos);

10. Lavado ligero con el agua;

11. Solucién Il (30 minutos 0 mas);

12. Lavado ligero con el agua;

13. Solucién Il (5 minutos);

14. Lavado ligero con el agua;

15. Acido acético al 1 % /agua (5 minutos);

16. Lavado con agua (rapido); y

17. Deshidratacion, limpieza, montaje.

OCOoO~NOOTA,WN -

Con la tincién tricromica de Masson, las fibras de colageno, las fibras reticulares y la membrana basal glomerular se
tiien intensamente de azul, los nucleos se tifien de negro-violeta, el plasma se tifie de rojo claro, los eritrocitos se
tinen de color naranja-amarillo a rojo intenso, el moco se tifie de azul, los granulos basdfilos se tifien de azul y los
granulos eosindfilos se tifien de rojo, y la fibrina se tifien de color rojo. Por lo tanto, un area tefiida de azul se puede
calcular como un sitio fibroso.

<Tincioén con hematoxilina-Eosina (HE)>

La aceptacion o desaparicion de células en una lamina se observé mediante tincion con HE. El procedimiento se
describe del siguiente modo. Una muestra se desparafina opcionalmente (por ejemplo, con etanol puro), seguido de
lavado con agua. La muestra se sumerge en hematoxilina de Omni durante 10 minutos. Posteriormente, la muestra
se lava con agua corriente, seguido de desarrollo del color con agua de amoniaco durante 30 segundos.
Posteriormente, la muestra se lava con agua corriente durante 5 minutos y se tifie con una solucién de clorhidrato de
eosina durante 2 minutos, seguido de deshidratacion, limpieza y montaje.

<Tincién rapida con MHC>

MIOSINA MONOCLONAL ANTI-ESQUELETICA (RAPIDA)
CADENA PESADA DE LA MIOSINA: MY-32 (mioblastos esqueléticos)

Reactividad especifica con ratas y seres humanos

1. Se preparan secciones de 5 um de espesor a partir del bloque congelado.

2. Las secciones se fijan en acetona a -20 °C durante 5-10 minutos.

(Los bloques de parafina deben desparafinizarse y rehidratarse).

3. La actividad de peroxidasa endogena se bloquea en 0,3 % de H202 en metanol durante 20 minutos a TA.
(1 ml de 30 % de H202+ 99 ml de metanol)

4. Se lava con PBS (3 x 5 minutos).

5. Se incuban con el anticuerpo monoclonal primario (MY-32) en la camara hiumeda a 4 °C durante toda la noche
(1 pl de anticuerpos + 200 pl de PBS por portaobjetos).

6. Al dia siguiente, se lavan con PBS (3x5 minutos).

7. Se aplica link biotinilado anti-ratén y anticonejo n°® 1 durante 30 minutos -1 hora a TA.

(se aplican aproximadamente 3 gotas directamente sobre el portaobjetos).

8. Se lava con PBS (3 x 5 minutos).

9. Se aplican aproximadamente 3 gotas directamente de estreptavidina GRP N° 2 para LSAB. 10-15 minutos.
10. Se lava con PBS (3 x 5 minutos).

11. Se aplica DAB (5 ml de DAB+5 pl de H;0y).

12. Se observa al microscopio para ver un color parduzco.

13. Se sumergen en agua durante 5 minutos.

14. Se aplica HE durante 30 segundos-1 minuto.

15. Se lavan unas veces.

16. Intercambio iénico se lava con agua 1 vez.

17. Se lava con etanol al 80 % durante 1 minuto.

18. Se lava con etanol al 90 % durante 1 minuto.

43



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 535087 T3

19. Se lava con etanol al 100 % durante 1 minuto (3 veces).
20. Se lava con xileno durante 1 minuto (3 veces). Cubreobjetos.
21. Se examina el desarrollo de color.

<Tincioén lenta con MHC>
Antimiosina monoclonal: (esquelético lento)
Reactividad especifica con perros, ratas y seres humanos

1. Se elaboran secciones de 5 um de espesor a partir del bloque congelado.

2. Las secciones se fijaron en acetona a -20 °C durante 5-10 minutos.

(Los bloques de parafina deben desparafinizarse y rehidratarse).

3. La actividad de peroxidasa enddgena se bloquea en 0,3 % de H202 en metanol durante 20 minutos a TA.
(1 ml de 30 % de H202+ 99 ml de metanol)

4. Se lava con PBS (3 x 5 minutos).

5. Se incuban con el anticuerpo monoclonal primario NOQ?7 en la camara humeda a 4 °C durante toda la noche
(1 pl de anticuerpos + 200 pl de PBS por portaobjetos).

6. Al dia siguiente se lava con PBS (3 x 5 minutos).

7. Se aplica una unioén biotinilada anti-raton y anticonejo n° 1 durante 30 minutos -1 hora a TA.

(se aplican aproximadamente 3 gotas directamente sobre el portaobjetos).

8. Se lava con PBS (3 x 5 minutos).

9. Se aplican aproximadamente 3 gotas directamente de estreptavidina GRP N° 2 para LSAB. 10-15 minutos.
10. Se lava con PBS (3 x 5 minutos).

11. Se aplica DAB (5 ml de DAB + 5 ul de H205).

12. Se observa al microscopio para ver un color parduzco.

13. Se sumergen en agua durante 5 minutos.

14. Se aplica HE durante 30 segundos-1 minuto.

15. Se lavan unas veces.

16. Intercambio i6nico se lava con agua 1 vez.

17. Se lava con etanol al 80 % durante 1 minuto.

18. Se lava con etanol al 90 % durante 1 minuto.

19. Se lava con etanol al 100 % durante 1 minuto (3 veces).

20. Se lava con xileno durante 1 minuto (3 veces). Cubreobjetos.

21. Se examina el desarrollo de color.

Como resultado, como se muestra en la Figura 29, se demostré6 que la lamina de mioblastos implantada se
diferenciaba desde fibras rapidas a fibras lentas. Estos marcadores se pueden usar para identificar una estructura de
tejido tridimensional de la presente invencion.

(Conclusion)

La implantacion de mioblastos esqueléticos atenud la remodelacion del corazén y regenerd el miocardio deteriorado
para mejorar la funcion cardiaca global, en comparacion con la implantacion de células. Este hallazgo sugiere una
estrategia prometedora para la terapia regenerativa de miocardio.

Por lo tanto, se demostré que cuando una lamina de mioblastos se implantaba como una estructura tridimensional,
la funcion cardiaca del miocardio deteriorado mejoraba. En este ejemplo, mediante el uso de inyeccion directa, la
implantaciéon de mioblastos esqueléticos (ME) autdlogos se aplico clinicamente. La pérdida de células implantadas y
de la matriz extracelular (MEC) implantada debido a la inyecciéon directa limita el nUmero de mioblastos esqueléticos
y la capacidad de los mioblastos esqueléticos.

En cuanto a las pruebas clinicas que utilizan una fuente de células autélogas, se utilizan preferentemente mioblastos
autdlogos. También se demostré que la implantacion de tejido es mas ventajosa para regenerar un corazén
lesionado que la implantacién de células.

(Ejemplo 3 (Referencia): Mioblastos esqueléticos- Implantacién de lamina de mioblastos de ingenieria de tejidos
mejora la funcién cardiaca con atenuacion de la remodelacion cardiaca en hamsteres con miocardiopatia)

A continuacion, se examind si un tejido protésico o estructura tridimensional producida utilizando mioblastos
esqueléticos mejora o no la miocardiopatia.

La terapia celular es una estrategia prometedora para la miocardiopatia isquémica. Sin embargo, los métodos de
inyeccion directa parecen tener limitaciones para la liberacion celular generalizada en la miocardiopatia dilatada
(MCD). Teniendo en cuenta este conjunto de pruebas, los presentes inventores consideraron que una implantacion
de una lamina de mioblastos de ingenieria de tejidos podria ser un método superior y prometedor para mejorar la
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funcion cardiaca en la MCD. Por lo tanto, los presentes inventores llevaron a cabo este ejemplo.
(Método)

Se usaron hamsteres macho de 27 semanas de edad BIO A-2 (miocardiopatia dilatada (MCD)) que mostraban la
remodelacion cardiaca moderada como receptores. Los mioblastos aislados de los hamsteres BIO FIB (FIB) se
cultivaron en placas injertadas con un polimero respondedor a la temperatura hecho de poli (N-isopropilacrilamida) y
se desprendieron como una lamina de células a 20 ° C sin tratamiento enzimatico.

Se realizaron tres tratamientos diferentes: (1) Grupo de implantacién de lamina de mioblastos (grupo S, n = 8); (2)
grupo de inyeccion de mioblastos (aislados de FIB) (grupo T, n = 10); y (3) grupo de operacién simulada (grupo C, n
=10). En el grupo S, se implanté una lamina de mioblastos en la pared del ventriculo izquierdo (VI). En el grupo T,
los mioblastos se inyectaron en la pared del ventriculo derecho (VD) y en la pared del ventriculo izquierdo (VI).

(Resultados)
(Recuperacion funcional del miocardio infartado)

El andlisis en modo B demostré que la dilatacion del ventriculo izquierdo se habia suprimido adecuadamente y el
movimiento de la pared global estaba adecuadamente conservado en el grupo T en comparacién con el grupo C
(Figura 18).

Después de implantar la lamina de mioblastos, un ecograma de ultrasonidos demostré que la dimensién del VI
dilatado se redujo significativamente, mientras que los corazones de los grupos T y C mostraron una progresion de
la dilatacion del ventriculo izquierdo (VI) (Figura 33A). Seis semanas después de la operacion, el acortamiento
fraccional (FS) mejord significativamente en los grupos S y T en comparacién con el grupo C. Después de siete
semanas, el FS en el grupo S se mantuvo en el nivel preoperatorio, mientras que el FS en los otros grupos
disminuy6 gradualmente. Aunque la velocidad maxima de la onda E en la valvula mitral en el grupo S disminuyé
ligeramente una semana después de la implantacion de la lamina, se recuperd hasta el nivel preoperatorio 2
semanas después de la operacion. El promedio de la onda E en los grupos S y T fue significativamente mayor que
en el grupo C 4 semanas después de la operacion y después de eso. Los examenes histologicos en el grupo S
demostraron que la lamina implantada casi cubria todo el corazén y el espesor de la pared del ventriculo izquierdo
(VI) se incrementd con los mioblastos supervivientes (Figuras 30A a 30D). Como puede verse en la Figura 30B, los
mioblastos implantados, que constituyen una estructura de tejido, estaban intimamente unidos a, y aceptados por, el
corazoén para ayudar a la funciéon cardiaca. Las Figuras 30C y 30D muestran claramente que la expresion de a-
sarcoglicano y B-sarcoglicano tenia una puntuacion de 2 a 3 y aproximadamente 3, respectivamente, es decir, el
corazon se habia recuperado sustancialmente moderadamente, donde la expresién normal tiene una puntuacion de
5 y los hamsteres DCM tienen una puntuacién de aproximadamente 3.Se sabe que los hamsteres DCM tienen un
sintoma de miocardiopatia dilatada parcial causada por una disminucidon en la expresion de sarcoglicano. Se
demostré que una estructura de tejido tridimensional de la presente invencion tiene un efecto de suplementar dicha
expresion génica.

La Figura 33B muestra claramente que el uso de la estructura de tejido tridimensional de la presente invencion
permitia a los hamsteres DCM sobrevivir mas alla de 48 semanas. Este es un efecto significativo e inesperado en
comparacion con la inyeccion (solo las células) o el control (en cualquier caso, todos los hamsteres DCM murieron
después de 38 a 40 semanas). Como se muestra en la Figura 33C, la contractilidad del ventriculo izquierdo con
miocardiopatia dilatada mejoro significativamente. Este resultado muestra que la estructura de la presente invencion
se puede aplicar a los corazones. El resultado corresponde a aproximadamente una extensién de 25 afios de
duracién de la vida, lo que demuestra un efecto significativo de la estructura de tejido tridimensional de la presente
invencion. El promedio de vida de los hamsteres DCM fue de aproximadamente 40 semanas, mientras que la mas
larga vida util de los hamsteres DCM que tienen una lamina implantada fue de aproximadamente 70 semanas.
Suponiendo que el tiempo de vida de un hamster normal es de aproximadamente 2 afios y la duracién de la vida de
un ser humano es de 80 afios, el tiempo de vida del hamster implantado se prolongé en aproximadamente 30
semanas, que es equivalente a aproximadamente 25 afios en un ser humano. Por lo tanto, se demostré que la
estructura tridimensional de la presente invencion tiene un efecto significativo sobre la miocardiopatia.

(Conclusion)
La implantacion de laminas de mioblastos redujo la progresién de la hipertrofia cardiaca con una mejoria de la
funcién cardiaca en corazones con miocardiopatia dilatada (MCD). La implantacion de laminas de mioblastos puede

ser un método prometedor para restaurar la funcién cardiaca con atenuacién de la remodelacién cardiaca en
corazones de MCD.
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(Ejemplo 4 (Referencia): Terapia para el modelo de infarto en cerdos)

En este ejemplo, de objetivo encontrar mas hallazgos clinicos, se implantaron laminas de mioblastos esqueléticos se
en un modelo de infarto de miocardio en un animal mas grande para estudiar la mejora de la funcién cardiaca.

(Método)

Se realiz6 una toracotomia en cerdos de 30 kg de peso con anestesia general y la DAI se ligdé para producir modelos
de infarto de miocardio. Se realizaron tres tratamientos diferentes: 1) Grupo de lamina de mioblastos esqueléticos; 2)
Grupo de inyeccion de mioblastos esqueléticos; y 3) grupo de control. Para estos grupos, los cambios en la funcion
cardiaca y el tejido miocardico se examinaron (Figura 34). Mioblastos esqueléticos se obtuvieron de musculo del
muslo antdlogo. Se prepararon colagenasa, tripsina EDTA, sulfato de gentamicina y anfotericina B y se filtraron a
través de un filtro de 0,22 um para formular una solucién de disociacion. Se prepararon medio basal SkBM, suero
bovino fetal, EGF, fosfato sédico de dexametasona, sulfato de gentamicina, y anfotericina B y se filtraron a través de
un filtro de 0,22 pym para formular medio de cultivo primario. Las células disociadas se cultivaron en placas injertadas
con una macromolécula respondedora a la temperatura hecha de poli (N-isopropilamida) y se desprendieron como
una lamina de células cambiando la temperatura en lugar del tratamiento enzimatico.

(Resultados)

En el grupo con implantacion de lamina de células mejoraron las funciones cardiacas, es decir, la contractilidad y la
extensibilidad (Figuras 35 y 36). Ademas, se confirmé que las células implantadas fueron aceptadas por la parte de
infarto de miocardio.

(Conclusion)

En experimentos con animales distintos de los roedores, se confirmd que una terapia usando una lamina de
mioblastos de la presente invencién se produjo un efecto de mejora de la funcion cardiaca.

(Ejemplo 5: células sinoviales)

Para demostrar un efecto de la presente invencion en el caso de otro tipo de células, se preparé una lamina de
células sinoviales (células que contienen células madre de tejido) y se implanté en modelos de infarto de miocardio
para examinar un efecto de mejora de la funcién cardiaca.

(Métodos)

Se extrajeron las articulaciones de la rodilla de ratas de 8 semanas de edad. El tejido sinovial se cortd de la
superficie interna de la articulacion. El tejido se unié a un medio de cultivo que contiene 20 % de FCS y DMEM rico
en glucosa para el cultivo celular. Las células resultantes se cultivaron en placas injertadas con una macromolécula
respondedora a la temperatura hecha de poli (N-isopropilamida) y se desprendieron como una lamina de células
cambiando la temperatura en lugar del tratamiento enzimatico. Para los modelos de infarto de miocardio preparados
mediante ligadura de la ADI, se realizaron tres tratamientos diferentes: 1) grupo de lamina de células; 2) grupo de
inyeccion de células; y 3) grupo de control. Para estos grupos, los cambios en la funciéon cardiaca y el tejido
miocardico se examinaron.

(Resultados)

En el grupo con implantacion de lamina de células mejoraron las funciones cardiacas, es decir, la contractilidad y la
extensibilidad. Ademas, se confirmé que las células implantadas fueron aceptadas por la parte de infarto de
miocardio.

(Conclusion)

En el caso de células diferenciadas a partir de células obtenidas de tejido sinovial, se confirmé que una lamina de
tales células tenia un efecto de mejora de la funcion cardiaca.

(Ejemplo 6 (Referencia): células madre)
Como ejemplo de células no diferenciadas, existe una célula madre embrionaria de ratdon que se sabe que es capaz

de diferenciarse en un cardiomiocito. En este ejemplo, se prepard una lamina de tales cardiomiocitos y se implanté
en modelos de infarto de miocardio para estudiar el efecto sobre la mejora de la funcién cardiaca.
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(Métodos)

Un gen de resistencia se introdujo en un sitio promotor de un gen que expresa MHC en las células madre
embrionarias de ratén. Las células se cultivaron en un cultivo selectivo que contiene una alta concentracién de un
farmaco donde las células diferenciadas en algo distinto a los cardiomiocitos son destruidas, de manera que se
seleccionaron los cardiomiocitos. Las células resultantes se cultivaron en placas injertadas con una macromolécula
respondedora a la temperatura hecha de poli (N-isopropilamida) y se desprendieron como una lamina de células
cambiando la temperatura en lugar del tratamiento enzimatico. Para los modelos de infarto de miocardio preparados
mediante ligadura de la ADI, se realizaron tres tratamientos diferentes: 1) grupo de lamina de células; 2) grupo de
inyeccion de células; y 3) grupo de control. Para estos grupos, los cambios en la funciéon cardiaca y el tejido
miocardico se examinaron.

(Resultados)

En el grupo con implantacion de lamina de células mejoraron las funciones cardiacas, es decir, la contractilidad y la
extensibilidad. Ademas, se confirmé que las células implantadas fueron aceptadas por la parte de infarto de
miocardio.

(Conclusion)

En el caso de células diferenciadas a partir de células obtenidas de tejido sinovial, se confirmé que una lamina de
tales células tenia un efecto de mejora de la funcion cardiaca.

(Ejemplo 7 (Referencia): Preparacion de tejido prostatico usando acido ascorbico)

A continuacion, se estudié la influencia de acido ascoérbico o de un derivado del mismo en la produccién de un tejido
protésico.

Después de producir una cantidad adecuada de mioblastos, se cultivaron 5 x 10° células en placas de cultivo de 10
cm respondedoras a la temperatura. Para el cultivo, se utilizé6 medio basal SkBM (Clonetics (Cambrex)). Después, al
medio se afadid acido 2-fosfato-ascoérbico (0,5 mM), acido ascorbico de magnesio 1-fosfato (0,1 mM), y L-ascorbato
de sodio (0,1 mM). 4 dias después del inicio del cultivo se desprendieron las células a 20 ° C. Como control, se
prepard un tejido protésico en un sistema de cultivo sin acidos ascorbicos.

(Resultados)

Cuando se afiadio el acido ascorbico, el tejido protésico se desprendié mucho mas facilmente que en el sistema de
cultivo sin ningun tipo de acido ascérbico. Ademas, el tejido no se cultivd a un tamafio de varios milimetros en el
sistema de cultivo sin acidos ascorbicos. Si el tejido excede dicho tamario, se producian grietas y el crecimiento se
detuvo. También fue sustancialmente dificil desprender el tejido. Por lo tanto, no se pudo proporcionar tejido
protésico implantable. En contraste, un tejido protésico de la presente invencion, que se cultivd en un medio
suplementado con un acido ascérbico, crecié hasta un tamafio implantable, y fue facil de desprender. Ademas, se
aislo el tejido protésico, al tiempo que no se genero sustancialmente ningun agujero o cicatriz. La inspeccion de las
conexiones biolégicas demostrd que la interaccion mediada por la matriz extracelular era significativa (Figuras 37 a
39).

(Ejemplo 8 (Referencia): Efecto de la adicion de acido ascoérbico 2-fosfato)
A continuacion, se estudio la influencia de acido ascorbico 2-fosfato o sobre la produccion de un tejido protésico.

Después de producir una cantidad adecuada de células sinoviales o mioblastos, se cultivaron 5 x 10° células en
placas de cultivo de 10 cm respondedoras a la temperatura. Para el cultivo, se utilizé medio basal SkBM (mioblastos)
que contenia acido ascorbico 2-fosfato (1 mM) o DMEM (células sinoviales) que contiene acido ascorbico 2-fosfato
(1 mM). Como control, se prepard un tejido protésico en un sistema de cultivo que tiene el mismo medio sin acidos
ascorbicos o en otro sistema de cultivo que tiene el mismo medio con acido ascérbico 1-fosfato (1 mM).

9 dias después del inicio del cultivo, el tejido se desprendid y se contrajo. El tejido se contrajo en un factor de
aproximadamente 3.

El tejido contraido se analizd histolégicamente mediante tincion HE o similar (Figura 42, células sinoviales). Se

encontro que las células construian 10 o mas capas y la matriz estaba en forma de malla de colageno o esponja La
matriz tenia un una rigidez tal que la matriz podia pinzarse facilmente con pinzas.
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(Examen de distorsion por estrés (ensayo de traccion))

Para confirmar la resistencia se llevé a cabo un ensayo de traccion para obtener una curva del tiempo de carga
(distorsion por estrés) donde se estira una muestra. Segun esta curva se obtienen el limite de proporcionalidad, el
moddulo de elasticidad, el punto de rendimiento, la resistencia maxima, el punto de rotura, la energia elastica, y la
tenacidad.

(Caracteristicas de deslizamiento (ensayo de indentacion))

El ensayo de indentacion, que mide las caracteristicas de deslizamiento, se llevd a cabo mediante la determinacion
de la viscoelasticidad. Es posible observar un fenédmeno donde aumenta la distorsién. Un instrumento, tal como una
varilla o similar, se empuja en un material de gel, y la deformacién del material se controla.

(Resultados)

Un tejido protésico puede desprenderse mucho mas facilmente cuando se afiade acido ascorbico 2-fosfato que en
un sistema de cultivo sin acidos ascorbico y en un sistema de cultivo que contiene acido ascorbico 1-fosfato de uso
habitual. Ademas, el tejido no se cultivd a un tamafio de varios milimetros en el sistema de cultivo sin acidos
ascorbicos. Si el tejido excede dicho tamafo, se producian grietas y el crecimiento se detuvo. El tamafio, la
resistencia y similares son mayores en el sistema de cultivo con acido ascorbico 2-fosfato que en el sistema de
cultivo que contiene acido ascoérbico de uso habitual. En el sistema sin acidos ascoérbico, también fue
sustancialmente dificil desprender el tejido. Por lo tanto, no se pudo proporcionar tejido protésico implantable.

Particularmente, el tejido protésico cultivado en el sistema que contiene acido ascorbico 2-fosfato tenia una rigidez
tal que se podia pinzar con pinzas. Los tejidos protésicos cultivados en otros sistemas tenian menos rigidez que el
tejido protésico cultivado en el sistema 2que contiene acido ascorbico 2-fosfato. El tejido protésico cultivado en
medio que contiene acido ascoérbico 2-fosfato se cultivd hasta un tamafo implantable y fuera facil de separar.
Ademas, se aislo el tejido protésico, al tiempo que no se generd sustancialmente ningun agujero o cicatriz. La
inspeccion de la conexion bioldgica demostrd que la interacciéon mediada por la matriz extracelular fue significativa.

(Ejemplo 9 (Referencia): Efecto del tejido protésico cultivado en presencia de acidos ascorbicos)

El tejido protésico producido en la presencia de acidos ascorbicos en los Ejemplos 7 y 8 se implantdé en hamsteres
con miocardiopatia dilatada. Todos los ratones implantados se curaron y sobrevivieron tanto tiempo como los
hamsteres normales. Por lo tanto, se demostré que la presente invencion puede curar enfermedades, que se cree
convencionalmente que son resistentes, proporcionando un agente estimulante tridimensional especifico.

(Ejemplo 10 (Referencia): Terapia combinada)

Una terapia combinada de una lamina tal como se prepard en los ejemplos descritos anteriormente, y la terapia
génica, se llevo a cabo. La terapia combinada tiene como objetivo estimular la angiogénesis en los sitios en los que
se han implantado laminas, lo que estimula la aceptacion de laminas implantadas y suprime la necrosis celular
dentro de las laminas.

(Métodos)

Se prepard un complejo de virus Sendai (HVJ) y un liposoma de acuerdo con la descripcion de un documento
(Kaneda Y., lwai K., Uchida T., Increased Expression of DNA Co-introduced with Nuclear Protein in Adult Rat Liver,
Science, 1989, 243:375-378). En lo sucesivo en el presente documento se describira brevemente este
procedimiento. Se prepararon 200 ul de solucién de ADN y se agité durante 30 segundos. La solucion se dejé en
reposo en un bafio de temperatura constante a 37 °C durante 30 segundos. Este procedimiento se realiz6 8 veces.
La solucion se sometié a tratamiento ultrasénico durante 5 segundos y se agité durante 30 segundos. Se afiadieron
0,3 ml de BSS a la solucién, seguido de agitacion en un bafio a temperatura constante a 37 °C. A la solucién se
afiadié HVJ inactivado, a que a su vez se colocé en hielo durante 10 minutos. La solucion se agité en un bafio de
temperatura constante a 37 ° C durante 1 hora. Se dispuso en capas 1 ml de la solucién de sacarosa al 60 % y 6 ml
de solucion al 30 % de sacarosa en un tubo de ultracentrifugacion. La solucion de liposomas HVJ se coloco en la
solucion en capas. Al tubo se afiadié BSS. El tubo se ultracentrifugd en 62, 800 x g 4 veces durante 1,5 horas. Una
capa inmediatamente por encima de la capa de soluciéon de sacarosa al 30 % se retird y se conservo a 4 °C. Este
liposoma se utilizé para la introduccion de genes.

Se inyectaron aproximadamente 0,2 ml del complejo liposoma del virus Sendai-plasmido (que contiene 15 pg de
ADNc de HGF humano) en una region de infarto de miocardio. En un grupo control, se us6 un vector vacio para la
introduccion de genes en el miocardio infartado. La concentracion de HGF humano de tejido cardiaco se midio
mediante ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) usando un anticuerpo monoclonal anti-HGF
humano Institute of Immunology, Tokio, Japon)) (Ueda H., Sawa Y., Matsumoto K. et al., Gene Transfection of
Hepatocyte Growth Factor Attenuates Reperfusion Injury in the Heart, Ann. Thorac. Surg., 1999, 67:1726-1731). Las
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células resultantes se cultivaron en placas injertadas con una macromolécula respondedora a la temperatura hecha
de poli (N-isopropilamida) y se desprendieron como una lamina de células cambiando la temperatura en lugar del
tratamiento enzimatico. Para los modelos de infarto de miocardio preparados mediante ligadura de la ADI, se
realizaron tres tratamientos diferentes: 1) grupo de lamina de células; 2) grupo de terapia génica; 3) grupo de terapia
combinada; y 4) grupo control. Para estos grupos, los cambios en la funcién cardiaca y el tejido miocardico se
examinaron.

(Resultados)
En el grupo con implantacion de lamina de células y el en grupo de terapia combinada mejoraron las funciones
cardiacas, es decir, la contractilidad y la extensibilidad. Ademas, se confirma que en el grupo de terapia combinada
se observa angiogénesis y las células implantadas son aceptadas por la parte de infarto de miocardio.
(Conclusion)
Una combinacion de tejido de lamina y terapia génica tiene un efecto de mejora de la funcion cardiaca, y un efecto
de angiogénesis, y un efecto de proteccion celular. También se confirmé que la funcién cardiaca mejora
adicionalmente.
Aplicabilidad industrial
La presente invencion proporciona un método terapéutico radical, una técnica y un medicamento para enfermedades
que son dificiles de tratar mediante las terapias convencionales (en particular, las enfermedades cardiacas que
presentan insuficiencia cardiaca grave, etc.).
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gectettttt geegagecteg ctectitect
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gaeggctenza pasgttatca tatttttiac cagattacat cgastasgaa hccagaactt

attgaaatgc ttetgattac
atcagtgtgg ccagcatcgoe
attttgegot ttactastge
cattatggga acctaasett
acagaagttg ctgacaagge
gctcteotget acoccagget
gaacaggtgt cdaacgoagt
tggatggtty cecgeatcaa
geegtetteg acattgetgg

atcaatttca ccaatzagaa

caggageagt acaagaagea

gotgectgca togagotcat
tecatgtice cteaggeaaoc
ggcaagtcty ccaacttcca
goctetgatte actatgetege
aaggacccee tgaatgagac
gotcagotot tototggeec

anagetpggts ageagangeqg

cacgaaccca tatgattace cattigtcag
tgatcaggaa gaactgatgg ccacagatag
agaasaggtc tocatttaca agctcacggg
taagcassag cagcgtyagy agcasgcega
ggcctacetc cagagtotga actotgcaga
caaggtcggs aatgagtatg tcaccasagg
aggtgctcty gecocamagecog totacgagaa
ccageagcetg gacaccaagc agcccagged
ttttgagatt tttgatttca acagcctges
actgcaacag tttttcaace accacatgtt
aggeatcgag tggacgttca tcgacttogs
cgagaagoct atgzgcatet totccatoet
agacacctee ttcaagaaca agcigtatga
geageccaag gtagicaaag geaaggccga
tettgtggac tacascatta ctggetegzet
cotgettgga ctgtaccaga agtetgeaat
tocaaactgct gaaggagagg gagctegtege

cicttcttte cagacagtgt ctgccctttt

tcanggeese
tgotattgat
gectgtgatg
gccagatege
totgctcaaa
ccagacteta
gatgtteety
gtacttcate

geagetgtege

cgtgetgeag

gatggacctg
ggaagageag
qoagcacuta
ggcccactte
Egagaagaac
gaaaacteta
aggegooaag

cagagagaat

ttgaacange tgetgaocan cctcagegagt scccatcecte actttgtzeg gigtatcate

cccaatgaga caasaactcc tggtgccatg gagcatgage ttgtcectcca ccagoteagy

tgtascggtg tgotggasgg catcogocatc igtaggaaag gatitccsag cagaatocctt

tatgcagact tcasacagag atacasaggta ttaaatgcas gtgcaatcce tgasgggcaa

ttcattgata gcaagaagge ctetgagaag ctoctigeat ceatcgacat tgaccacacc
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captatasat ttgggcecac caaggtettt ttcasegotg gtottetggg gotoctagse

gagatgcgag atgacaagct ggoccagetg attacccgaa CCCagEccag gtecagagee

ttettggcas gagtggagta ccagaggatg gigzagagan gggaggcecat cttctgtate

cagtacasta tcagatcctt catgeatgtc asgcactgee cctggatgaa

aagatcaagec ctctgtigaa gagtgosgaa

gastttcaga
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ctagaagccs
gagotgacag
gatgaccttg
gtgaaszaace
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gaagggtcct
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gtagaaacgg tctccaaage caagggasac ctagagaaaa tgtgecggac tctagaggac

caactegagtg asctgaasats amaggaageg gagcagcagc ggetgatcaa tgacctegact

gcgcagagee ggcgectgoa gactgaatet ggtaagtttt cacgecaget tgatgaaaag
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itasaagegge aactigaazs pggagatasns gcoasgancg ccotggcgca tgecctgcag

tettecegee acgactgtega cotgeteceg gaacagtate aggaggagea ggaatecaag

gecgagetge agagageact gtocaaggee aacaccgage ttgcocaatg geggaccaaa

tacgagacgg acgecatcca geogoacagag gogoctggzagg aggEccaagan goagctgace

cagcggctge aggcagctga ggaacatgta gaagetgtpa acgecasatg tgcttocecte

gaasagacga agcagegget goagaatgag etcgagegacc tcatgottga tgtggagage

acagsatgocg cotgtgocge ccttgacaaa
gaatggasac ageantgtza ;gaaacscat
cgttccctty geactgaget gttcaagata
ctagsascce tgaagcgege geacesagac
cagettgooug eagzagggan acgtatccat

caagaaadgt gtgaacttea ggotgettta

gageggaacegsa tcctgcgeat ccagettoag
asaattgcetg assaagatgs ggaaattgac
gagtccatge agagceadgct ggatgotzeg
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atggetgety aggecctygag gaactacagy
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ctactgcaca cccagaacac cagcctgate aacaccaaga agaagetgga gacagatstt

tcccaaatgc aaggagagat ggaggacatt ctocaggaag cecgeaatge agaagasang

gccaagaage ceatcactga tpccgeccatg atggctgage agotgeagaa geageageac

accagegect acclggageg gatgaagaag aacatggage agaccgtges ggatcigeag

ctecgtetzg stgaggetga gcagbtsscc ctgangegtg ggaagaagca gatccagaaa

ctggaggcca gggtacggea getgeaagea gagettygaga gtgageassa gogtaatgot

gaggetgtea aagetotgog caaacatgag aggegagiges apggaactcec ttaccagacg

gaagaagata gasagaatat tcicagectt caagatttge tagatasact tceggcasaa

gtraaatctt ateagagaca agctgaggag getgaggaac aatccaacac castctaget

agattccgca agctocagea tgagctggsg gageEccgagg aacgrectga oattgétgag

tcooagetga acasactgog getgaagege cgegaggttc acacessagt cataagtgzaa

gagtgatcat gtcctgatgc catgmaatga ctgaagacag gcacaaastg tgacatcttt

getcattter ctectgtaatt attgtgtatt ctaccotett gcazeggasa taaagcatag

gZtagtttge sasacaa

<210> 2
<211> 1941
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Met Ser Sar Asp Ser Glu Leu Ala Val Phe Gly Glu Ala Ala Pro Phe
1 5 10 15

Leu Arg Lys Sar Glu Arg Glu Arg |lie Glu Ala Gln Asn Arg Pro Phe
20 25 30

Asp Ala Lys Thr Ser Val Phe Yal Ala Giu Pro Lys Glu Ser Phe Val
Y 40 45
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Lys Gly Thr lle Gin Ser Arg Glu Gly Gly Lys Val Thr Yal Lys Thr

50 55 60

Glu Gly Gly Ala Thr Leu Thr Val Lys Asp Asp Gin Val Phe Pro Mat
65 70 75 80

Asn Pro Pro Lys Tyr Asp Lys lle Glu Asp Met Ala Met Mot Thr His
as 30 95

Leu His Glu Pro Ala Val Leu Tyr Asn Leu Lys Glu Arg Tyr Ala Ala
100 105 1o

Trp Met lle Tyr Thr Tyr Ser Gly Leu Phe Cys Yal Thr Val Asn Pro
115 120 125

Tyr Lys Trp Leu Pro Val Tyr Lys Pro Glu Yal Val Thr Als Tyr Arg
130 136 140

Gly Lys Lyas Arg Gin Glu Ala Pro Prao His §le Phe Ser 1le Ssr Asp
145 150 155 160

Asn Ala Tyr Glin Phe Met Leu Thr Asp Arg Glu Asn Gin Ser |le Lan
165 170 175

Ite Thr Gly Glu Ser Gly Ala Gly Lys Thr Val Asn Thr Lys Arg Val
180 | 185 190

lle Gin Tyr Phe Ala Thr lla Ala Val Thr 8iy Glu Lys Lys Lys Glu
195 200 205

Glu Ite Thr Ser Gly Lys |le GIn Gly Thr Leu Glu Asp Gin 1le lle
210 215 220 '

Ser Ala Asn Pro Leu Leu Glu Ala Phe Gly Asn Als Lys Thr Val Arg
226 230 235 240
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Asn Asp Asn Ser Ser Arg Phe Gly Lys Phe lle Arg
245 250

Thr Thr Gly Lye Leu Ala Saer Ala Asp |le Glu Thr
260 265

Lys Sar Arg Val val Phe Gin Lau Lys Ala Glu Arg
' 275 280

Phe Tyr Gin {le Thr Ser Asn Lys Lys Pro Glu Leu
290 295 300

Lou 1la Thr Thr Asn Pro Tyr Asp Tyr Pro Phe Val
305 310 315

tle Ser Val Ala Ser Ile Asp Asp Gin Glu Glu Leu
k V.0 330

Ser Ala |le Asp |ls Leu Gly Phe Thr Asn Glu Glu
340 345

Tyr Lys Leu Thr Gly Ala Val Met His Tyr Gly Asn
355 360

Gin Lys Gin Arg Glu Glu GIn Ala Giu Pro Asp Gly
370 375 380

Asp Lys Ala Ala Tyr Leu Gin Ser Leu Asn Ser Ala
385 390 . 395

Ala Leu Oys Tyr Pro Arg Val Lys Val Gly Asn Glu
405 210

Gly Gin Thr Val 6lu Gin Ya) Ser Asn Ala Val Gly
420 425

56

|le His Phe Gly
255

Tyr Lay Leu Glu
270

Ser Tyr His lle
285

Ile Glu Met Leu

Ser Gin Gly Glu
k7))

Mot Ala Thr Asp
335

Lys Val Sar lle
350

Leu Lys Phe Lys
365

Thr Glu Val Ala

Asp Leu Leu Lys

Tyr Val Thr Lys
415

Ala Leu Ala Lys
430
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Ala Val Tyr Glu Lys Met Phe Leu Trp Met Val Ala Arg fle Asn Gin
435 440 445

Gin Lou Asp Thr Lys Gin Pro Arg GIn Tyr Phe Ile Qly Val Leu Asp
450 455 460

Ile Ala Giy Phe Glu |le Phe Asp Phe Asn Ser Leu Glu Gin Leu Cys
465 470 478 480

i1e Agn Phe Thr Asn Qlu Lys Leu Gln Gin Phe Phe Asn His His Met
485 490 495

Pha Val Leu Glu Gin Glu Glu Tyr Lys Lys Glu Gly tle Glu Trp Thr
500 505 510

Phe Fle Asp Phe Giy Net Asp Leu Ala Ala Cys |le Glu Leu lle Glu
515 520 525

Lys Pro Mst Gily lle Pha Ser {i1s Leu Glu Glu Glu Cys Met Phe Pro
530 535 540

Lys Ala Thr Asp Thr Ser Phs Lys Asn Lys Lau Tyr Asp Gin His Leu
545 550 "~ 855 560

Gly Lys Sar Alas Azn Phe Gin Lys Pro Lys Val Val Lys Giy Lys Ala
565 5§70 675

Glu Ala His Phe Ala Leu ilo His Tyr Ala Gly Val Val Asp Tyr Asn
5§80 586 590

Ife Thr Gly Trp Leu Biu Lys Asn Lys Asp Pro Leu Asn Glh Thr Val
595 600 605

Val Gly Leu Tyr Gin Lys Ser Ala Met Lys Thr Leu Ala Gin Leu Phe
510 615 620

57



ES 2 535087 T3

Ser Gly Ala Gin Thr Ala Glu Gly Glu Gly Ala Giy Gly 6iy Ala Lys
625 630 635 640

Lys @ly Gly Lys Lys Lys Gly Ser Ser Phe GIn Thr Val Ser Ala Leu
845 650 655

Phe Arg lu Asn Leu Asn Lys Leu Mat Thr Asn Leu Arg Ser Thr His
660 665 670

Pro His Phe Val Arg Cys lle {le Pro Asn Glu Thr Lys Thr Pro Gly
6756 680 885

Ala Met Glu His Glu Leu Val Leu His GIn Leu Arg Cys Asn Gly Val
690 695 700

Leu Glu Gly Ile Arg I1e Cys Arg Lys Giy Phe Pro Ser Arg lle Leu
705 o ' ns 720

Tyr Ala Asp Phe Lys Gin Arg Tyr Lys Val Leu Asn Ala Ser Ala lle
725 730 735

Pro Glu Gly Gin Phe tla Asp Ser Lys Lys Ala Ser Giu Lys Leu Leu
740 745 750

Ala Ser lie Asp |le Asp His Thr €in Tyr Lve Phe Gly His Thr Lys
755 760 765

Val Pha Pho Lys Ala Gy Leu Leu Gily Leu Leu Glu Giu Met Arg Asp
770 175 780

Asp Lys Leu Ala BIn Leu Ile Thr Arg Thr Gin Ala Arg Cys Arg Gly
785 , " 790 795 800

Phe Leu Ala Arg Val Glu Tyr Gin Arg Met Val Glu Arg Arg Glu Ala
805 810 815
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tie Phe Cys lle GIn Tyr Asn lle Arg Ser Phe Met Asn Val Lys His
820 825 830

Trp Pro Trp Met Lys Leu Phe Phe Lys 1le Lys Pro Leu Leu Lys Ser
835 840 845

Ala Glu Thr @lu Lys GJu Met Ale Thr Met Lys Gly Glu Phe G!n Lys
850 885 860

fle Lys Asp Glu Leu Aia Lys Ser Glu Ala Lys Arg Lys Glu Leu Glu
865 870 875 £80

Glu Lys Met Val Thr Leu Leu Lya 8lu Lys Asn Asp Leu 6in Leu Gin
' 885 8490 895

Val Gin Ala Glu Ala 6lu G!y Leu Ala Asp Ala Giu Glu Arg Cys Asp
800 ' 905 910

Gin Leu lie Lys Thr Lys !le Gin Leu Glu Ala Lys lle Lys Glu Val
915 . 920 925

Thr Glu Arg Ala Glu Asp 8lu Giu Glu Jle Asn Ala Glu Leu Thr Ala
930 935 940

Lys Lys Arg Lys Lau Giu Asp Glu Cys Ser Giv Leu Lys Lys Asp !le
945 850 955 960

Asp Asp Lev Glu Leu Thr Leu Ala Lys Val Glu Lys Glu Lys His Ala
085 | 970 | 975

Thr Glu Asn Lys Val Lys Asn Leu Thr Glu Glu Met Ala Gly Leu Asp
980 985 990

Glu Thr 11e Ala Lys Leuv Thr Lys Glu Lys Lys Ala Leu GIn Glu Ala
995 S 1000 1005

59
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His 8In Glin Thr Leu Asp Asp Leu GIn Ala Glu Glu Asp Lys Val
100 1618 1020

Asn Thr Leu Thr Lys Ala Lys lle Lys Leu G6lu Gin Gin Val Asp
1025 1030 1035

Asp Leu Glu Gly Ser Leu Glu GIn Glu Lys Lys Leu Arg MWet Asp
1040 1045 1050

Leu Glu Arg Ala Lys Arg Lys Leu Glu Gly Asp Ley Lys Leu Ala
1065 1060 1065

Gin Glu Ser {le Met Asp Ile Glu Asn Glulys Gin 6in Leu Asp
1070 1075 ' 1080

Glu Lys Leu Lys Lys Lys Blu Phe Glu lla Ser Asn Leu Gln Ser -
1085 1090 1085

Lys 1le Glu Asp Glu GIn Ala Leu Gly lle GIn teu 6ln Lys Lys
1100 1106 1110

lle Lys Glu Leu Gin Ala Arg Ile Glu Glu Leu Glu Glu Glu lle
1115 1120 1125

Glu Ala Giuv Arz Ala Ser Arg Ala Lys Ala Gtu Lys Gln Arg Ser
1130 1135 1140

Asp Leu Ser Arg Glu Leu Giu Qilu lle Ser Glu Arg Leu Glu 6lu
1145 1160 1155

Ala Gly @iy Ala Thr Ser Ala GiIn lle Glu Met Asn Lys Lys Arg
1160 1165 1170

Giu Ala Qlu Phe Gin Lys Met Arg Arg Asp Leu Qlu Glu Ala Thr
1175 1180 1185
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Lteu Gin His Glu
1190

Asp Ser VYal Als

1205

Val Lys GiIn Lys
1220

Ile Asp Asp Leu
1235

Gly Asn Leu Glu
1250

Glu Leu Lys Ser
1265

Leu Thr Ata Gin
1280

Ser Arg Gln Leu
1295

Arg Gly Lys Gin

1310

Gin Leu Glu Glu

1325

Leu GIn Ser Ser
1340

ES 2 535087 T3

Ala Thr Ala Ala Thr Leu Arg Lys Lys His Ala

1195

Glu Leu Gly Glu
1210

Lev Glu Lys 6lu
1225

Alas Ser Asn Val
1240

Lys Met Oys Arg
1255

Lys Glu Glu Glu
1270

Arg Gly Arg Leu
1285

Asp Glu Lys @lu
1300

Ala Phe Thr Gln
1315

Giu lle Lys Ala
1330

Arg His Asp Cys_

1345

Gin Ile Asp

Lys Ser Glu

Glu Thr Val

Thr Leu Blu

Gin Gin Arg

Gln Thr Glu

Ala Leu Val

Lys Asn Ala

1200

Asn Leu Gin Arg
1215

Met Lys Mst Glu
1230

Ser Lys Ala Lys
1245

Asp GIn Leu Ser
1260

Leuv Ile Asn Asp

1275

Sar Gly Glu Phe
1290

Ser @Glin Leu Ser
1305

Giu Lsau Lys Arg
1320

Leu Ala His Ala
1335

Asp Leu Leu Arg Glu Gin Tyr

1350

Glu Qlu Glu 8in Glu Ser Lys Ala Glu Leuw Gin Arg Ala Leu Ser

1365

1380

61

1365
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Lys Ala Asn Thr Glu Val Ala 6in Trp Arg Thr Lys Tyr Glu Thr

1370 1375
AsD Ala
1385 1399

Leu Ala Gln Arg Leu GIn Ala Alg Glu Glu His

1400 1405

Asn Ala Lys Cys Ala Ser Leu Glu Lys Thr Lys

Asn

1415 1420

Glu Val Glu Asp Leu Het Leu
1430 1435

Ala Cys Ala Ala Ley Asp Lys Lys

1445 1450

Leu Ala Glu Trp Lys GIn Lys Cys

1460 1485

Asp ¥al Gly

Gin Arg Asn

Glu Glu Thr

@lu Ala Ser Gin Lys Glu Ala Arg Ser Leu Gly

Lys

Leu

Thr

Lys

1475 1480
lle Lys Asn Ala Tyr Glu Gl
1490 1495
Lys Arg Glu Asn Lys Asn Leu
1508 1610
Glu Gin lle Ala Glu Gly 6ly

1520 1525

lle Lys Lys Gin Yal Glu 6In
1535 1540

62

Ser Leu Asp

Gin GlIn Glu

Lys Arg lla

Glu Lys Oys

1380

ile Gin Arg Thr Glu Glu Leu Glu Glu Ala Lys Lys Lys

1395

Val
1410

Giu Ala val

an Arg Leu Gin
1426

Arg Thr Asn Ala
1440

Phe Asp Lys lle
1455

His Ala Glu Leu
1470

Thr Glu Leu Phe
1485

Gin Leu Gluy Thr
1500

[la Ser Asp Leu
1515

His Glu Lau Qlu
1530

Glu Ley Gin Ala
1545
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Ala Leu Glu Glu Ala Glu Ala Ser Leu Glu His Giu Glu Giy Lys
1550 1555 1560

lle Leu Arg lla Gin Leu 8lu Lew Asn Gin Val Lys Sar Glu Val
1565 1570 1575

Asp Arg Lys lle Ala Gfu Lys Asp Glu Glu 1le Asp Gln Leu Lys
1580 1585 1590 '

Arg Asn His tle Arg lle Val Qlu Ser Ret 8in Ser Thr Leu Asp
1595 1600 1605

Ala Glu [la Arg Ser Arg Asn Asp Ala |le Arg Lesu Lys Lys Lys
1610 1615 1620

det Qlu B!y Asp Leu Asn Glu Met Glu fie GIn Leu Asn His Ala
1825 1630 ' 1635

Asn Arg WMet Ala a!a Giu Ala Leu Arg Asn Tyr Arg Asn Thr Gin
1640 1645 1650

Gly ile Leu Lys Asp Thw GIn 1le His Leu Asp Asp Ala Leu Arg
1655 1660 1665

Ser GIn Glu Asp Leu Lys Glu Gin Leu Ala Met Val Glu Arg Arg
1670 1675 1680

Ala Asn Leu Leu GIn Ala Qlu e Glu Glu Leu Arg Ala Thr Leu
1685 1690 1695

Glu Gin Thr Glu Arg Ser Arg Lye lle Ala Glu Gin @lu Leu Leu
1700 1765 1710

Asp Ala Ser Glu Arg Val GIn Leu Leu His Thr 8in Asn Thr Sar
1715 1720 1725
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Leu Ile Asn
1730

Gin Gly @lu
1745

Gly Lys Als
1760

Glu Leu Lys
1775

Lys Lys Asn
1780

Asp @lu Ala
1805

Gin Lya Leu
1820

Ser Giu 6In
1835

Glu Ala Arg Val

ES 2 535087 T3

1735

1750

Lys Lys Ala lla Thr Asp Aia Ala

1765

Lys @lu Gin Asp Thr Ser Ala His

1780

Met Giu Gin Thr Val Lys Asp Leu

1785

Glu Gin Lau Ala Leu Lys Gly Gly

1810

1825

Lys Arg Asn Ala Glu Ala Val Lys

1840

Thr Lys Lys Lys Leu Glu Thr Asp lie Ser Gin Mt

1740

Mot Glu Asp 1le Lau Gl Glu Ala Arg Asn Ala Glu

1756

Mat Met Ala Glu
1770

Leu Qlu Arg Net
1785

Gln Leu Arg Leu
1800

Lys Lys Gin lle
1819

Arg Qlu teu Giu Gly Qlu Vel @luy

1830

Gly Lsu Arg Lys
1845

His Glu Argz Arg Val Lys G6lu Leu Thr Tyr GIn Thr Giu Glu Asp

1850

Arg Lys Asn
1865

Ala Lys Val
1880

Gin Ser Asn
1895

1855

1870

1885

1900

64

1860

ile Leu Arg Leu GIn Asp Leu Val Asp Lys Lteu Gin

1878

Lys Sar Tyr Lys Arg Gin Ala Glu Glu Ala Glu Glu

1880

Thr Asn teu Ala Lys Phe Arg Lys Leu GIn His Glu

1905
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Leu Giu Glu Ala Glu Glu Arg Ala Asp |le Ala Glu Ser GiIn Val
1810 1915 1920

Asn Lys Leu Arg Vol Lys Ser Arg Gliu Val His Thr Lys Val Ile

1925 1930 1935
Ser Glu Glu
1940
<210> 3
<211> 6016
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3
atccttoctc amaattctig aagtagttgt ctgetttgag cctgccacet tettcatetg
ataatacaag aggtatacct agtccagcac tgccatcaat aacctgoage catgagttet
gactctgags tggooattitt tggegagect getcotitec tocgaaagtc tgaaaaggag
cgaettgaeg ctcagaacae gecttttgat gocaagacat cagtcttigt ggtggaccet
aaggagtect acgtgasage aatagtpcag agcagggang ggggeaaget gacagecaag
accgaagetg gapctactgt aactgigaas gaagacceag tcitctccat gaaccotece
aaatetgacs agatcgagga catggeccatg atgactcace tgeatgagec tgetgigetg
tataaccica asgagogtta cgeegcctee atgatctaca cctactcgeg cctettetet
gtcaccgtoa accoctacaa gtggetecce gtetacaace ctgaggtgﬁt gacagcotac
Cgaggcasaa agcgccagga ggeccocacce catatcttct ccatctotga castgoctat
cagttcatge taactgatcg tgaasaccag tocaatcttga ttactggage stotggtegca
ggenagacty tgaacacgaa gogtgtcatc cagtacttty caacaattge agttactgega
gagaagaaaa aagaggascc tgcctotgge anaatgoagg ggacccttga agatcamate
atcagtgeta accooctact ggasgostic ggeeatgoca agaccgtgag gaatgecaac

tectctegot ttgrteastt cotcaggate cattttggtg ccacaggecaa actggettet

65

60

120

180

240

300

360

- 420

480

540

600

660

720

&

8



gecagatattg aaacatatct
ésaasctacc.acatatttta
cttctgatca ccaccaacce
cccageattg atgaccagega
ttcactgetg atzamamgst
asacatgaaat tcaagcaaaa
getgacasag cigettatet
tatcocagag tcaagztcee
tacsacgcag tgggtgctot
accecgeatca accageaget
gacattgetg getitgaget
accaacgaga aactgcaaca
tacaagaagg aaggcatcga
atogagotoa tcgeagaagoc
cccaaggcaa cagacaccts
aacaacttec agasgcccaa
cactatgccg gcaccgteea
ctgaatgaga ctgtgetgee
ttctotgreg cacaaactge
aagggtictt ctitccagac
accaacttga ggagcactea
actoctggtg ccatggageca
gaaggeatoe geatctaceg

cagagataca aggttctaana

ES 2 535087 T3

gctagagaag tcccgagtta citttcaget saaggctgaa
tcasatoctg tccsataagm ascoagaget cattgeastg
atatgacttc gcatttgtca gccaagggsa aattactetg
agagctgaty gecacagata grgetgtgga catcctgest
ggccatttac anagotcactg gaesccgtgat gcattaigegg
gcagagggaa gagcaggeag agecagatgy cacggaagtt
gacaagtcotg sactctgotg acctgetcaa atctetetge
caatgagttc gtaaccaaag geocagactgt geageagete
ggccaaagee atctacgaga agstgttoct gtagatgetc
gzacaccaag cageccagge agtacttecat cggggtettg
sttigatito aacagootgeg agcagotgtg catcaacttc
gtttitcaac caccacatgt tcgtgetgga geaggsagag
gtzegagttc attgacttcg geatggacct ggetgectge
tatggecatc tictccatcc tagasgagga gigcatgite
cttcaagenc asgctetatg eacaccatot tggmasatcc
gcctgecaza ggcaagoctg aggctcactt ctcactgpgtyg
ctacaacatc gccgectggc tagacaasaa Caaggaccce
getgtaceag aagtctgcaa tgaasgactet ggetttecte
tmaséxax getegtgste goaaagaaagg teecassaag
agtetcagoclt cttittcaggeg agaatttgas tasgctpaty
cccecacttt gtacggtgeca tcatccccaa tgaaactaaa
tgagottgte ctgcatcage tgaggtgtaa cggtgtecte
gaseggottc ccaagcagae tootttatec agicttcaaa

tgegagtget atcccagagg gtcagttcat tgacageaag

66

960

1020

1080

1140

1200

‘1260

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280

2340



aaggcttotg
cataccaagg
aagctagete
gagttcagan
gcittcatga
ctcaagagtg
asagaagage
ctaatgcaag
catec_azau
asagaggtaa

aagaggaaac

acactggececa

gaagagateg
CBEB3aEECCC
ctgaccaaag
caagaaaaga
aaattggcece
ctcaaaasga
ottgcaatgo
gBggsaatog
tccogggage

cagattgagt

agaaacttet
ttttcttcaa
aactcatcac
agatgaetgga
atgtgaages
cagagacaga
tggctaagac
aganaaatga
aaagatgtga
ctgaaagagc
t2gaggatga
aggttgagaa
caggtctega
accagcagac
ctaaaaccaa
sactttgcat
aagaatccac
aagagtttea
agotacanaa
BEECAZABCE
tggaggagat

tgesocangaa

ES 2 535087 T3

agegtcetatt gaaattgace acacccagta

agctgeeccty
gegeactcaa
gaggagagag
ctggeectig
gaaggagatpg
agaggcaaas
cttacaactc
teagttgatt
tgaggatgag
atzttcazés
geagaaacat
tgasaccatt
coctggatgac
gctagaacag

ggacttagsa

aatggataca.

aatgagcaat

gaagatcaaa

gegectooces

cagtgagagg

gegegagect

gagtccacce tgcagcacga agcecacggca

gtzgctgage tigggaagca gatcgacage

cteggaacte
gecatatgca
tccatettet
atgsagctet
goccaacatga
aggaaagaac
caagticaag
aaaaccanaa
gaagagatca
ctcaagaaag

gccacagaga

gotaagotga

ctgcagalgg
caagtgzacg

agagccaaga

gaaaatgaca
ctgcaaggea
gaattacage
gccasagcag
ctggaagaag

gagttccaga

tagaagaaat
gggagticet
gecattcagta
atttcaagat
aggaagaatt
tagaagaasa
ctgaagcagas
tccaacttga
atgotgaget
acattgatga
acaaggtgaa
ccaaggagaa
aEgaggacan
atcttgaage

geaaactgga

aacagcaact
agattgsaga
cocogeattge
aBsAagcagee
ccggtegzec

agsatgcgcag

caaattoeggt

gczagatgaa

gatgegagtyg

caacatcogt

caageccccte

tgagaaaace

gatggtgace

tgccttgect

ggccaaaate

gacagccaag

cottigagetg

aaacctcaca

gaaggetcte

agicaacace

atetetgeaa

ggetgaccta

taatgagaaa

1£38CAAgCo

ggagctegag

ctotgaccte

cecttcagec

ggucctggaa

gctgctettc ggaagaagea cgcagatagt

cttcagcgee tceagcagsa getggagaag

67

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880

2940

3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720

37180
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gaasagagty agctgaagat ggagatcaat
aaagccaagg cesactttge gesestgige
aaaacaaagg aacaagsgba gcaacgcetta
ttacacacag aatcaggtga gttttcacga
cagctatccc geggcasaca agcatttace
gaagaggaga ctaaggecaa gagcactety
tgtegacctge tgogggaaca gtatgaggag
geaatgtcoa aggccaacag tgagetigee
atccagegea cagaggaget EgagEaggce
gcagaagaac atgtagaage tgtgaattee
aggctacaga ﬁtgaaztaga gegacctcatg
atagetcotcg atsageegca aagesacttt
tatgaggaaa ctcaggctga actizaggee

gagctgttca aggtgeagaa tgcctacgag

gaccttgeta gtaacatpga gactgtotce
cgoacccteg aggaccaget tagtgasata
ataaatgagt tgtcagecca gaaggeacgt
cagctagateg aaaaagatge tatggtttet
csacagattg asagaattaaa gaggcagcta
geccatgece tgcagtcatc-ccgccatgac
gagcaggaag ccaaggctga gotgoagagg
cagtegagga coaagtacga gacggacgce
azgaagaagc tagcccageg tctgcaggat
aaatgtgett ctottgaaaa gacaaageag
attgatgtee aacgatctaa tgcigoocige
gacasggttc tggcagaaty geaacagaag
tecccagaagg agtegegtte teteageact

gaatccotgg atcatottga aactctaaag

cgagagaata agaecttace acaggagatt tctgecctga cagagceast tgcagagest
nggaggcata tecatgaact ggagasagta aagaascaac ttgatcatga gaagagitgaa
ctacagactt ccctagagga agcegaggca toetctigage atgsagaagg caaaattett
czcattcaac tigagctaaa tcaggtygass tceigagattg accgaaaaat tgctgaasaa
gatgaagaac togatcaget aaagaggasc catctcagag ttgtggagte aatgcagagt
acactggatg ctgagstcag gagceganat gatgetctga ggatcaagaa gaagetgEsg
geagatctta atgasatgga aatccagotg aaccatgecea accgecagge tgetgaggca
ctaaggeate ttagaascac acaaggaata ctgaaggaca ctcasgetaca tttggatgat

gccatcagag gccaagatga cctteagesan caesttgegcea tgettgagcg cegagctasnc

ctgatgcagg ctgangttga agagetcagg geatccotgg aacggactga gagaggcage

68

3840

3900

3960

4020

4140

4200

4280

4320

4380

4560

4620

4580

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220
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aapatggcag

gacaccagee

gagatggagg

actgatgete

gageggatga

gctgageage

agagagettg

citogoasac

gatattctca

agacaagetg

cagcacgagc

ctgagagtee

atgaasgaas

atatcaagga
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agcaagaget tctggatgco
tgatcaacec caagasgaag
acategtceca ggaageecege
ccatgatggc tgaggageteg
agaagaaecet gzagcagace
tggcectgaa geetgegasg
aaagtgaggt ggaaagtgaa
atgagagaag agtgaaggas
ggctgcagea cttggtggac
asagaggetga ggaacaatce
tggaggagec CEagEaacee
sgagtcggga ggttcacaca
atgtgaccaa agaaatgcac

aataaa

<210>4

<211> 1939

<212> PRT

<213> Homo sapiens

agtpoacgtg tgcaactict
ctegaaacag acatttccca
aatgeagagg agasgeccaa
sagaaggaac aggacaccag
gteesagzate tgcagetees

aagcagetce agaaactgga

gcacactcag
satccagega
gaaggecate
cgcecacctg
tcteegteag

gaccaggets

cagaagcaca atgttgagge tgtcaagget

ctocacttace agactgagga

aaattgcaza ccaaagtcas

aatgtcaace ttgccasgtt

getgacattg ctgagtocea

agagtcataa gtgaagagta

gaaatgtgaa gttetttgte

ggaccgraag

agettacaag

ccgcaagetc

agtcaacaag

attcattcta

actgtectgt

<400> 4

Mot Ser Ser Asp Sar Glu Met Ala lila Phe Gly Glu Ala Ala Pro Phe
1 5 ' 10 15

Leu Arg Lys Ser Slu Lys Glu Arg Ile Glu Afa Gin Asn Lys Pro Phe
20 25 30

Asp Ala Lys Thr Ser Val Phe Val VYal Asp Pro Lys Glu Ser Tyr Val
35 . 40 45

69

5280

$340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

b760

5820

5880

5940

6000

6018
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Lys Ala lle Vat Gin Ser Arg Glu Gly
50 86

Glu Ala Gly Ala Thr Val Thr Val Lys
65 10

Asn Pro Pro Lys Tyr Asp Lys |le Glu
85

Leu His Giu Pro Ala Val Leu Tyr Asn
100 106

Trp Met | le Tyr Thr Tyr Ser Gly Leu
115 120

Tyr Lys Trp Leu Pro Yal Tyr Asn Pro
130 135

Gly Lys Lys Arg Gin Glu Ala Pro Pro
148 150

Asn Ala Tyr Gln Phe Met Leu Thr Asp
165

(le Thr Gly Glu Sar Gly Ala Gly Lys
180 185

lle GIn Tyr Phe Ala Thr 1le Ala Val
196 _ 200

Glu Pro Ala Ser Gly Lys Met Gin Gly
210 215

Ser Ala Asn Pro Leu Leu Glu Ala Phe
225 230

70

Gly Lys Val Thr Ala Lys Thr
60

Glu Asp GiIn Val Phe Ser Met
15 80

Asp Mat Ala Met Met Thr His
90 95

Lau Lys Glu Arg Tyr Ala Ala
110

Phe Cys Val Thr Val Asn Pro
125

Glu Val Val Thr Ala Tyr Arg
140

His 11e Phe Ser lle Ser Asp
155 160

Arg Glu Asn Gin Ser lle Leu
17¢ 175

Thr Val Asn Thr Lys Arg Val
190

Thr Gly Glu Lys Lyg Lys Glu
206

Thr Leu Glu Asp 8In e lle
220

Gly Asn Ala Lys Thr Val Arg
235 240
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Asn Asp Asn Ser Ser Arg Phe €ly Lys Phe lie Arg 1)2 His Phe Gly
245 _ 250 2565

Ala Thr Gly Lys Leu Ala Ser Ala Asp [le Glu Thr Tyr Leu Leu Gluy
260 265 270

Lys Ser Arg Val Thr Phe GIn Leu Lys Ala Glu Arg Sar Tyr His lle
2715 ' 280 285

Phe Tyr Gin (e Ley Ser Asn Lys Lys Pro Glu Leu (le Glu Met Leu
290 295 300

Lau lle Thr Thr Asn Pro Tyr Asp Phe Ala Phe Val Ser Gin Gty Glu
305 310 315 320

I'te Thr Val Pro Ser lie Asp Asp Gin Glu Glu Leu Met Ala Thr Asp
325 330 335

Ser Ala Val Asp lie Leu Gly Phe Thr Ala Asp Giu Lys Vel Ala lle
340 _ 345 350

Tyr Lys Leu Thr Gly Ala Val Met His Tyr Giy Aen Met Lys Phe Lys
355 360 366

GIn Lys Gin Arg Giu Glu GIn Ala Giu Pro Asp Gly Thr Glu Val Ala
370 375 380

Asp Lys Ale Ala Tyr Leu Thr Ser Leu Asn Ser Ala Asp Leu Lei Lys
38s 390 395 400

Ser Ley Cys Tyr Pro Arg Val Lys Val Gly Asn Glu Phe Val Thr Lys
405 410 415

Gly Gin Thr Val 6In 61n Val Tyr Asn Ala Val Gly Ala Leu Ala Lys
420 425 . 430

71
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Ala lle Tyr 6lu Lys Met Phe Leu Trp Mot Val Thr Arg lle Asn Gln
435 440 445

GIn Leu Asp Thr Lys Glin Pro Arg Gin Tyr Phe |fe Gly VYal Lev Asp
450 455 460

fle Ala Gly Phe Glu tle Phe Asp Phe Asn Ser Leu 8lu GIn Leu Cys
465 470 476 480

1le Asn Phe Thr Asn Glu Lys Leu Gln GIn Phe Phe Asn His His Mst
485 490 495

Phe Val Lau Glu Gln Glu Glu Tyr Lys Lys Giu Gly [le Glu Trp Qlu
500 505 510

Phe 1le Asp Phe Gly Net Asp Leu Ala Ala Cys lle Glu Leu Ile Glu
51% 520 525

Lys Pro Mat Gly Ile Phe Ser lle Leu Glu Glu Glu Cys Wet Phe Pro
530 535 540

Lys Ala Thr Asp Thr Ser Phe Lys Asn Lys Leu Tyr Glu @ln His Leu
545 550 555 560

B1y Lys Ser Asn Asn Phe Gin Lys Pro Lys Pro Ala Lys Gly Lys Pro
565 570 575

Glu Ala Ris Phe Ser Leu Val His Tyr Ala Gly Thr Val Asp Tyr Asn
580 885 590

Ile Ala Gly Trp Leu Asp Lys Asn Lys Asp Pro Leu Asn Qlu Thr Val
585 500 605

Val Gly Leu Tyr Gin Lys Ser Ala Met Lys Thr Leu Ala Phe Leu Phe
610 615 6§20

72
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Ser Gly Ala 6In Thr Ala 8lu Ale Glu Gly Gly Gly Gly Lys Lys Gly
625 630 635 640

Giy Lys Lys Lys Gly Ser Ser Phe GIn Thr Val Ser Ala Leu Phe Arg
845 650 655

Gluy Asn Leu Asn Lys Lsu Mat Thr Asn Leu Arg Ser Thr His Pro His
660 865 670

Phe Yal Arg Cya Ile lle Pro Asn Gliu Thr Lys Thr Pro Gly Ala Met
675 680 685

Aiu His Giu Leu Val Leu His Gln Leu Arg Cys Asn Gly Val Leu 6lu
690 695 700

Giy Ile Arg tle Cys Arg Lys Gly Phe Pro Ser Arg lle Leu Tyr.Ala
705 710 75 720

Asp Pha Lys 6in Argz Tyr Lys Val Leu Asn Ala Ser Ala lle Pro Blu
7259 130 735

Gly GIin Phe Ile Asp Ser Lys Lys Ala Ser Glu Lys Leu Leuy Gly Ser
740 TAG 750

1le Glu {le Asp His Thr Gin Tyr Lys Phe Gly His Thr Lys Val Phe
755 160 765

Phe Lys Ala Gly Leu Leu Gly Thr Leu Glu @lu Met Arg Asp Glu Lys
770 118 780

Lou Ala QIn Leu lle The Arg Thr Gin Als Ile Cys Arg Qly Phe Leu
7858 700 795 800

Mot Arg Val Glu Phe Arg Lys Met Met Glu Arg Arg Glu Ser lie Phe
805 810 815
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Cys lle GIn Tyr Asn lle Arg Ala Phe Met Asn Val Lys His Trp Pro
820 826 830

Trp Met Lys Leu Tyr Phe Lys [le Lys Pro Leu Leu Lys Ser Ala Glu
B3s 840 845

Thr Glu Lys Giu Mst Ala Asn Met Lys Glu Gfiu Phe Glu Lys Thr Lys
as0 855 860

Glu Glu Leu Ala Lys Thr Glu Ala Lys Arg Lys Glu Leu Giu Glu Lys
865 870 875 880

Ret Val Thr Leu Met GIn Glu Lys Asn Asp Leu GIn Leu GIn Val Gin
1113 890 895

Ala Glu Ala Asp Ala Leu Ala Asp Ala Glu Glu Arg Cys Asp Gin Leu
900 905 910

Ile Lys Thr Lys Ile Gin Leu Glu Ala Lys |le Lys Giu Vai Thr Glu
935 920 925

Arg Ala Glu Asp Glu Glu Glu ile Asn Ala Glu Leu Thr Ala Lys Lys
930 935 940

Arg Lys Leu Glu Asp Glu Cys Ser Giu Leu Lys Lys Asp |le Asp Asp
8945 950 955 960

Leu Blu Leu Thr Leu Ala Lys Val Glu Lys Glu Lys Hiz Ala Thr Glu
966 970 975

Asn Lys Vad Lys Asn Leu Thr Glu Glu Met Ala Gly Leu Asp Glu Thr
980 985 990

Ile Ala Lys Leu Thr Lys Glu Lys Lys Ata Leu GIn 6Ju Ala His GIn
995 1000 1005
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Thr Leu Asp Asp Leu
1010

Gin Met Glu Glu Asp Lys Val Asn Thr
1015 . 1020

Leu Thr Lys Ala Lys Thr Lys Leu Glu 6In Gin Val Asp Asp Lau

Glu

Arg

Leu

Glu

Glu

1:310)

Gly

Glu

1025

Giy Ser Leu Glu GIn
1040

Ala Lys Arg Lys Leu
(055

Thr Met Asp Thr Glu
1070

Lys Lys Lys Glu Phe
1085

Asp Glu Gin Alg Leu
1100

Leu Glin Ala Arg lle
1115

Arg Ala Ser Arg Ala
1130

Arg Glu Lau 6lu Glu
114§

Ala Thr Ser Als Gin
1160

FPhe Gin Lys Met Arg
1175

1030 1036

Glu Lys Lys Leu Cys Met Asp Leu Glu
1045 1050

Gfu €ly Asp Leu Lvs Leu Ala Gin Glu
1060 1065

Asn Asp Lys GIn Gin Leu Asn Glu Lys
1075 1080

@lu Met Ser Asn Leu GIn Gly Lys 1le
1080 1095

Ala Met GIn Leu GIn Lys Lys lle Lys
1105 1110

Glu Glu Lew Glu Glu Glu Jle Glu Ala
1120 1125

Lys Ala Giu Lys Gln Arg Ser Asp Leu
1135 1140

tte Ser Glu Arg Leu Glu Glu Ala Gly
1150 ’ 1155

[le Glu Lau Asn Lys Lys Arg Giu Ala
1165 1110

Arg Asp Leu Glu Qlu Ser Thr Leu &in
1180 1185
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His Glu Ala Thr Ala Ala Ala Leu Arg Lys Lys His Ala Asp Ser
1190 1195 1200

val Ala Glu Leu Gly Lys 8in 1{le Asp Ser Leu &In Arg Val Lys
1205 1210 1215

Gin Lys Leu Glu Lys Glu Lys Ser Glu Leu Lys Met Giu [le Asn
1220 1225 1230

Asp Leu Ala Ser Asn Met Glu Thr Val Ser Lys Ala Lys Ala Asn
1235 1240 : 1245

Phe Glu Lys Met Cya Arg Thr Leu Glu Asp 6In Leu Ser Glu lle
" 1250 1255 1260

Lys Thw Lys Glu Gluy Glu §In Gin Arg Leu iie Asn Glu Leu Ser
1265 1270 1275

Ala GIn Lys Ala Arg Leu His Thr Glu Ser Gly Giu Phe Ser Arg
1260 1285 1200

Gin Leu Asp Glu Lys Asp Ata Met Val Ser Gln Ley Ser Arg Gly
1295 1300 1305

Lys Gin Ala Phe Thr Gin Gin Ile Glu €lu Leu Lys Arg Gin Leu
1310 1318 1320

6lu Glu Glu The Lys Ala Lys Ser Thr Leu Ala His Ala Leu 6ln
1326 1330 1335

Ser Ala Arg His Asp Cys Asp Leu Leu Arg Glv GIn Tyr Glu Glu
1340 1345 1350

Glu GIn Glu Ala Lys Ale Glu Leu GIn Arg Gly Met Ser Lys Ala
1355 1360 1385
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Asn Ser @lu VYal Ala Gin
1370

{la GIn Arg Thr Glu Glu
1385

Gin Arg Leu Gin Asp Ala
1400

Lys Cys Ala Ser Leu Glu
1415

Val Glu Asp Leu Met lle
1430

Tep Arg Thr Lys Tyr Glu Thr Asp Als
1375 1380

lau Glu Glu Ala Lys Lys Lys Leu Ala
1390 1385

Glu Glu His Val Glu Ala Val Asn Ser
1405 1410

Lye Thr Lys Gin Arg Leu @In Asn Glu
1420 1425

Asp Val Glu Arg Ser Asn Als Ala Cys
1435 1440

Ile Ala Lou Asp Lys Lya GIn Arg Asn Pha Asp Lys Val Leu Ala

1445

Glu Trp Lys Gin Lys Tyr
1460

Ser GIin Lys Glu Ser Arg
1475

Lys Asn Ala Tyr Glu GHu
1490

1450 ' 1455

Glu Glu Thr Gin Ala 6lu Leu Blu Ala
1465 1470

Ser Leu Ser Thr Glu Leu Phe Lys Val
1480 1485

Ser Leu Asp His Leu Glu Thr Leu Lys
1495 1500

Arg Glu Asn Lys Asn Leu GIn Gin Glu lie Ser Asp Leu Thr Glu

1606

1510 1515

Gin 11e Ala Glu Gly Qly Lys His 1le His Glv Leau 8lu Lys Val

1520

1525 1530

Lys Lys Gin Leu Asp His Glu Lys Ser Glu Lev Bin Thr Ser Leu

1535

1540 1545
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Glu Glu Ala Glu Ala Ser Leu Glu His Glu Glu 61y Lys |le Leu
1550 - 1558 1560

Arg lle Gin Leu Glu Leu Asn 6In Val Lys Ser 8lu lle Asp Arg
1565 1570 1875

Lys lle Ala Glu Lys Asp Glu Glu Leu Asp Gin Leu Lys Arg Asn
1580 1585 1590

His Leuy Arg Val Val Qlu Ser Met Gin Ser Thr Leu Asp Ala Giu
1595 1600 1605

ile Arg Ser Arg Asn Asp Ala Leu Arg lle Lys Lys Lys Mat Glu
1610 1615 1620

Gly Asp Leu Asn Glu 8et Glu Ile Gin Leu Asn His Ala Asn Arg
1625 _ 1630 1635

Gin Ala Ala Glu Ala Lou Arg Asn Leu Arg Asn Thr Gin Gly 1le
1640 : 1645 1650

Leu Lys Asp Thr Gin Leu His Leu Asp Asp Ala lle Arg 8ly Gin
1855 1660 1665

Asp Asp Leu Lys Glu GIn Leu Ala Met Val Glu Arg Arg Ala Asn
1670 1675 1680

Leuw Met Gin Ala Glu Val Glu Glu Leuv Arg Aja Ser Leu Glu Arg
1685 - 1690 1695

Thr Glu Arg Gly Arg Lys Met Ala €lu GiIn @lu Leu Leu Asp Ala
1700 1705 1710

Ser Glu Arg Vel Gin Leu Leu His Thr Gin Asn Thr Ser Lau 1le
1718 1720 1726
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Asn Thr Lys Lys Lys Leu Glu Thr Asp ile Ser Gin Ile GIn Gly
1730 3735 1740

Glu Met Glu Asp ile Val Gin Glu Ala Arg Asn Ala Glu Glu Lys
1745 1750 1755

Ala Lys Lys Ala ile Thr Asp Ala Ala Met Met Ala Glu Glu Leu
1760 1765 1770

Lys Lys Glu Gin Asp Thr Ser Ala His Leu Glu Arg Mot Lys Lys
1775 1780 1785

Asn Met 6lu GIn Thr Val Lys Asp Leu GIn Leu Arg Leu Bly Glu
1790 1795 1800

Ala Glu GIn Leu Ala Leu Lys Gly Gly Lys Lys 6In lle Gin Lys
1808 1810 18156

Leu Glu Ala Arg Val Arg Glu Lesu Glu Ser Glu Val Glu Ser Glu
1820 1826 1830

Gin Lys His Asn Val Glu Ala Va! Lys Gly Leu Arg Lys His Glu
1835 1840 1845

Arg Arg Val Lys Glu Leu Thr Tyr 6in Thr Glu Glu Asp Arg Lys
1850 1855 1860

Asn lle Lau Arg Leu Gin Asp Leu Val Asp Lys beu GBin Thr Lys
1865 1870 1875

Val Lys Ala Tyr Lys Arg GIn Ala Glu Glu Ala Glu Glu Gin Ser
1880 1885 1890

Asn Val Asn Leu Ala Lys Phe Arg Lys Leu GIn His Glu Leu Qtu
1895 1900 1905

79



10

ES 2 535087 T3

Glu Ala Glu Glu Arg Ala Asp
195

1910

Leu Arg VYal Lys Ser Arg Giv Yal His Thr Lys Val

1925

Glu

<210>5

<211> 5925

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5

atgegtictg actctgagat geccattttt
gaaagggage gaattgaagc‘ccagaacaag
gtggacccta aggagtectt tztgaaagee
acagctaaga ccgangetgg agctactgta
aaccctecca aatatgacaa gatcgaggac
gectgtectgt acaacctcaa agagegetac
ttgttetgteg tcactgtcaa cocctacaag
acagcctacc gaggosasaa gCECoaggaa
aatgoctato egttoatgot gactgatczg
tctggcgcas ggragactygt zaacaccaag
gttactgzgge agasgaagas ggaagaagtt
gatcaaatca tcagtgccaa cccocotactg
aatgacaact cctctcgett tggtasatte
ctggettetg ctgatattiga aacatatctt

aagegctgaaa gaagotatca tattttittat

1930

g8ggaggcty ctccttitect
ccttttgatg ccaagacato
acagtgcaga ECBEZEE9RLE
acagigaaag atgaccaagt
ateggecatga tgactcatet
goagecigga tgatctacec
tegttgecag tgtatastgc
goeccaccoers acatottoto
goagaatcagt ctatcttgst
cgtetcatee agtacttige
acttctggca aaalgocagge

gaggccittg gcaacgecaa

{le Ala Glu Ser GIn Val Asn Lys
1920

[le Sar Glu
1835

ccgaaagtct

agtoctttete

ggeenagzgte

cttececaty

acacgagect

ctactcaggc

agaagteste

catctetgac

caccgeagaa

aacaattgca

gaotctzgaa

gaccgtgage

atcaggatce actteggtac cacagpggsaa

ctgeagaagt ctagagttac

cagatcatgt ctaacaagaa

80

ttteocagcta

gecagatcta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

560

720

780

900



attgaaatge
atcecagtge
attctzgect
cattatggea
actpaogtty
gecctetget
cagcaggigt
tggatggtca
ggegetotieg
atcaacttca
caggaggagt
getegcoctgca
tgecatgttce
ggﬁaaatcca
tecttigatte
aaggactcce
getotoctot
ggtaagaaga
aagctgatga
gaaactaaaa
getgtgoteg
gacttcaaac
gatagcsaga

aaatttegste

tectgatcac
ccagcattiga
ttacttcagsa
acatgaaatt
ctgacaaggc
acqotegsgt
acaatgeagt
ceccgeatcaa
acattecteg
ccaatgagaa
acaagaagga
tcgegetcat
ccasggcgac

ataacttcca

ES 2 535087 T3

£acGaaccca

tgaccaagaa

tgaaagegts

Caagcansadag

apgcctatetc

.caagetcgrc

gggtgetetg

ccagcagete

ctttgagate

actgeaacag

aggeattgag

cgagasgect

agacacctee

gaagcccaag

actatgotge cacocgtggac

tgaatgagac tgtgstgege

ttgtigggec aacgegageg

agggticttc tttocagact
ccaacttgag gagcactcac
ctectggtge catggagcat
asgecatocg catctgcagg
agagatacaa ggtgttaaat
aggcticaga gasgcteotg

acaccaaggt ctttttcaaa

tacgattatg
Easttxatzs
tecatetata
cagcgteage
caaaatctga
antgagtate
gecoaagetg
gacaccaagc
tttzatttca
tttttcaace
tggacgttca
ateggegcatct
ttcaagaaca
cctgccasag
tacaacattg
ctgtaccaga
g2agcagage
gtgtcgecte
ccecactttg
gagetigtee
aaagectice
gcaagtacta
gegtccatteg

gctggtette

81

ccttegtcag toaagggeag
clacegatag tgccattgea
agctcacagg ggotgteaty
agcaagetga gecagatgee
actctgeaga toctgotcaaa
teaccasage tcaaactgtyg
tctacgataa gatgttetty
agcccaggea gtactteatt
ﬁcﬁzcctsza goagotgteo
accacatgtt cgtgctygas
ttgactttgg gatggacetg
tctooatcot ggasgageag
agctgtatga scaacatctt
gcaageetga ggeccacttc
ceggotgect tgacaagaec
agtctgcaat gaagactotg
ctggcgeteg aasgaanget
tetteageen ganttigaat
tgcggtgcat catccccaat
tgcateaget gaggtgtaac
coagoagaat cctttatgca
teccigaagg acaattcate
acattgecca cacccagtat

teeggetoct agaggagatg

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1880

2040

2100

2160
2220
2280

2340



cgagatgaga
geeegagtee
aatetecgts
aaécccctcc
gagaaaacca
atggtgacte
agcttgectg
gecaaaatoa
acagccaaga
cttgagctga
aacctcacag

aaggetcotce

gteaacaces

tetttggaac
ggagacctaa
gatgasaage
g3acaagcoco
gagctggasg
tctgatetet
acctoggees
gacctgese
goagatagtg
ctggagaagg

actgtotcca

agotggeccea
agtaccagaa
ccttcatgaa
tcaaaagtegc
aagaagagct
tgatgcaaga
atgcagagea
aagaggtgac
agaggasact
cactggccaa
aagagatgec
8ggagececa
tgaccaaage
aagnaaagaa
aattggctoa
ttaaacagaa

ttgetatgon
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getgattace
astggtegaa
tgtcaagcac
agagacagag
gectasgaco
anaasatgac
asegtetese
tgagagagot
gzaggatgas
sgtigagaag
ggetotzgat
ccagcagace
taaaatcasa
satccggaty
agaatccgea
agagtttgaa

gotecagaag

Cgaacccagg ccatgtgeag
ageagagagt ccatottcts
tggccctega tgaagetgta
asggagatge ccaacatgaa
E8ggcongas ggasagaget
ttecaactec aggtteaage
cagctaatca aaaccasaat
gaggatgagg sagagatcas
tegttcagsac tcasgaaaga

gagaaacatg ccacagaaas

aggaasticga ggcagagecsg
cecggraget ggaggagate
agattgagat gaacaagaag
aggecacect acagcatgag
tegccraget tggggageag
apaagaglga getgasgatsg

gagecaagge asaccttgaa

ganaccattig
ctzgatgace
cttgaacaac
gatctagaaa
atgaatatég
atgagcgete
anaatcaagg
gecteccerg
agtgagaggc
cggeaagetg
EGCAcgECcEs
attgacaacc
gagatcgaty

aagatgtgee

82

ctaagetgac

tgcaggcaga

asgtggatga

aazatgacan

tgcaaagcaa

agttacaage

ccaaagcaga

tggasgaage

aggettette

catccagtac

tttcaagate

geaagaattt

gEangangas |

tgaagctgac
ccagctagga
tgetgagets
cattigatgac
caaggtgaaa
caaggagaag
ggaggacasa
tottgaagga
aaasctagsg
acaacegctt
gattgaagat
ccgoeattgag
gasgeagogoe

cggteegece

agttcoagea satgcgoagg
ccaccctgag gaagaageat
tgcagegagt gaagcagaag
scoctigctag tmacatggag

gegoetetaga agatcaactg

2460

2520

2580

' 2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780
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agtgaaatita sgaccaapga agaggagcag cagoggctga tcastgacct

agbgcgocgee tgcasacaga atcaggtgma tattcacgce agotagetga

ctagttteac agctetecgag gggcaaacaa gectttactc aacagatiga

aggcaacttie magoggaeat
cgecatgact gtgacctegct
ctacagagag caatgtccaa
acagatgcca tccagogcao
ctgvageatg ctgaggaaca
acgaageaga ggctccagas
gotgoectgtg cogecetgga
agacagaagt gtgasgasac
Gtcagcacag aactatttaa
accttgaanc gggaaaataa
Rcogaaggeg gaaagcgceat
aagtctgaac ttcaggetxc

pagatcctige geatccaget

aaaggccaag
gcgggaacag
ggccaacagt
BEZaggagety
tgtagaaget
tgaagttegae
caganagcad
;catgctgaa
gattaagasat
gaatctgcag
ccatgaactg
citagaggag

teagttgaac

agtgccetgg c¢acatgceet
tatgegsage agcvaggaage
gaggttgece agtEgeggac
gaggaggcca agaagaaget
gtgaatgcca aatgtgette
gaccteatga ttgatgttega
aggaactttg ataagatcct
citgaagott ctcaasagga
gettatgagg astotttega
caggagattt ctgatcteac
gaaaaastaa agesgcaagt
gcagagacat ctottgaaca
caagtcaagt ctgaggttga

aagagasacc acattagaat

cacagcacag
asaggacaca
geaactgaaa
geagtectee
caaggccEag
caaatatpgag
ggeteagegt
ccttgagaag
gaggacaaat
gecagaates
atcccgctea
ccaacttgaa
tgaacagatt
tgagcaagaa
tgaﬁéaggga
taggaaaatt

cgiggagtco

gclgaaasag atgaggasat tgaccaegate
atgcagagca cactsgatéc tgagatcage
pagatggags gagacctcaa tgaaatggas
gotgeggoce tgezgsacta tagzascace
ctagatgatg ctotecggag ccaagaggac
agagocaacs tgotgcagge tgagatcgag
aggagcagga aaatcgcaga acaggagote

cacacccaga acaccagect gatcaacace

ageaggaatg ategccattag getcaagaag

atccagctga accatgeccaa ccgeatgget

caagccatcc tcaaggpatsc ccagectccac
ctgaaggaac agctggctat getggagege
gaactacgag ccactctgga acagacggag

ctiZgatgeca ptzaacgiet tcagetecte

aagangaags tEgagecaga catttcccaa |

83

3840

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4520

4680

4740

4860

4920

4980

5100

8160

5220
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atccagggag agatgeaaga catcatccag gaagcccgea atgcagaaga gaaggecaag
aagegccatca ctgatgctec catgatgget geggagelga agaaggaaca EEacaccagc
goccatetgy agoeggatgaa gaagaacttie gaacagacgg tgaaggacet geagecatcgt
cteggatgage ctgagoaget ggccctzang getgggaaga ageagateca gaaactgeag
gocagegettc gtgaacttiga aggigaagtt ganmagtzaac agaagcgoas tgttgaaget
gtcaaggetc tacgcasaca tgagageans gtRaaggeac tcacttacca aactgageaa
gaccgeaaga atattotcag gotgeaggac ctggtggace agetgoaage aaaggtgaaa
tectacanga gacaagotga sgaageggag gaaceatcca acgtcaacet ctccaaatte
csgaggutce agcacgaget ggaggagEce gaggaaazay cteacattge tgagteccag
gtcaacaage tgagggtgaa gagcagggag gitcacacaa éaatcataag tgﬁagagtaa
tttatctaac tgctgasamgg tgaccasaga aatgcacaaa atglgaasat ctttgtcact
ccattttgta cttatgactt ttggagataa aaaatttatc tecca

<210>6

<211> 1939

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Met Ser Ser Asp Ser Glu Met Ala |le Phe Gly Glu Ala Ala Pro Phe
1 5 10 15

Leu Arg Lys Ser Glu Arg 8lu Arg tle Blu Ala Gin Asn Lys Pro Phe
20 25 30

Asp Ata Lys Thr Ser Val Phe vél vVal Asp Pro Lys Glu Ser Phe Val
35 40 45

Lys Ala Thr Val €in Ser Arg Glu Giy Gly Lys Val Thr Ala Lys Thr
50 55 60

84

5280

5340

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5925
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8lu Ala Gly Ala Thr Val Thr Val Lys Asp Asp Gin Val Phe Pro Met
65 . 70 75 80

Asn Pro Pro Lys Tyr Asp Lys l1e Glu Asp Met Aia Wet Met Thr His
85 90 g5

Leu His Glu Pro Ala Val Leu.Tyr Asn Leu Lys Glu Arg Tyr Ala Ala
100 105 110

Trp Mat 1la Tyr Thr Tyr Ser Gly Leu Phe Cys Val Thr Val Asn Pro
115 120 125

Tyr Lys Trp Leu Pro Val Tyr Asn Ata Glu Val val Thr Ala Tyr Arg
130 135 140

Gly Lys Lys Arg Gin Glu Ala Pro Pro His ile Pha Ser |la Sar Asp
148 150 155 160

Asn Ala Tyr Gin Phe Met Leu Thr Asp Arg Glu Asn Gin Ser |le Leu
: - 16% 170 175

Ile Thr Gly Glu Ser Gly Ala @iy Lys Thr Val Asn Thr Lye Arg Val
180 185 190

iie Gln Tyr Pha Ala Thrr 1le Ala ¥al Thr Gly Glu Lys Lys Lya Glu
195 ' 200 208

Blu Val Thr Ser 8ly Lys Mat GIn Gly Thr Leu Glu Asp GIn 1le |le
210 ' 215 9220

Ser Ala Asn Pro Leu Leu Glu Ala Phe Giy Asn Ala Lys Thr Val Arg
225 230 235 240

Asn Asp Asn Ser Ser Arg Phe Gly Lys Phe {le Arg |le His Pho Gly
245 250 255
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The Thr Gly Lys Leu Ala Ser Ala Asp lie Glu Thr Tyr Leu Leu Glu
260 265 270

Lys Ser Arg Val Thr Phe Gin Leu Lys Ala Glu Arg Ser Tyr His Ile
275 280 285

Phe Tyr Gin Ile Met Ser Asn Lys ;ys Pro Asp Leu lle Glu Met Leu
290 295 300

Let §1e Thr Thr Asn Pro Tyr Asp Tyr Ala Phe Val Ser Qin Gy Glu
305 310 315 320

1le Thr Val Pro Ser |le Asp Asp Gin GJu Glu Leu Met Ala Thr Asp
325 330 338

Ser Ala Jle Glu lie Ley Gly Phe Thr Ser Asp Olu Arg Vel Ser lie
340 345 350

Tyr Lys Leu Thr Gly Alas Va! Met His Tyr Gly Asn Met Lys Phe Lys
355 360 365

Gin Lys Gin Arg Glu Glu Gin Ala Glu Pro Asp 6!y Thr Glu Val Ala
370 375 380

Asp Lys Ala Ala Tyr Leu GIn Asn Leu Asn Ser Ala Asp Leu Leu Lys
385 350 395 400

Ala Leu Cys i’yr Pro Arg Yal Lys Val Gly Asn Giu Tyr Val Thr Lys
405 110 415

Gly G!n Thr Val Gin GIn Val Tyr Asn Ala Val Giy Ala Leu Ala Lyg
420 425 430

Ala Val Tyr Asp Lys HMet Phe Leu Trp Met Val Thr Arg lie Asn Gin
435 440 445

86
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6In Leu Asp Thir Lys 8in Pro Arg Gln Tyr Phe Ila Gly Yal Leu Asp

450

455

460

Ile Ala Gly Phe Glu lle Phe Asp Phe Asn Ser Leu Glu Gin Leu Cys

465

Ile Asanhe Thr Asn
485

Phe Val Leu Ciu Gin
500

Phe lie Asp Phe Qly
515

Lys Pro Met Gly Ile
8630

Lvs Ala Thr Asp Thr
545 ’

Gly Lys Ser Asn Asn
565

Giu Ala Hia Phe Ser
580

Ile Ala Gly Trp Leu
505

Val Gly Leu Tyr Gin
- 810

470

Giu Lys Leu Giln Gin
490

Glu Glu Tyr Lys Lys
505

Met Asp Leu Ala Ala
520

Pha Ser tle Leu Glu
536

Ser Phe Lys Asn Lys
550

Phe GIn Lys Pro Lys
570

Lev Jie His Tyr Ala
585

480

Phe Phe Asn His His Met

485 .

Glu Gly Ve Qlu Trp Thr

510

Gys Ile Glu Leu lle Glu

525

Glu Glu Cys Net Phe Pro

540

Leu Tyr Glu Gin His Leu

560

Pro Ala Lys Gly Lvs Pro

575

Gly Thr Val Asp Tyr Asn

520

Asp Lys Asn Lys Asp Pro Leu Asn Glu Thr Val

600

Lys Ser Ala Met Lys
518

605

Thr Leu Ala Leu Leu Phe

620

Val Qly Ala Thr dly Ala Glu Ala Glu Ale Giy Gly Gly Lys Lys Gly

825

§30

87

640
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Gly Lys Lys Lys Gly Ser Ser Phe GIn Thr Val Ser Ala Leu Phe Arg
645 650 | 655

Glu Asn Leu Asn Lys Leu Met Thr Asn Leu Arg Ser Thr His Pro His
660 666 670

Phe Val Arg Cys ile lle Pro Asn Glu Thr Lys Thr Pro Giy Ala Net
§78% . 680 885

@iy His Glu Leu Val Leu His Gin Leu Arg Cys Aen Gly Vai Leu Glu
690 695 700

giy lie Arg lle Cys Arg Lys Gly Phe Pro Ser Arg 1e Leu Tyr Ala
705 710 i 720

Asp Phe Lys GIn Arg Tyr Lys Val Leu Asn Ala Ser Ala lle Pro Glu
725 730 735

Gly Gin Pha 1o Asp Ser Lys Lye Ala Ser Giu Lys Leu Leu Gly Ser
740 745 750

lls Asp 1le Asp His Thr €in Tyr Lys Pha @iy His Thr Lys Val Phe
755 760 765

Phe Lys Ala Gy Leu Leu Gly Lau Leu Giu Giu Ret Arg Asp Glu Lys
70 715 ‘ 780

Lou Ala 6in Leu tle Thr Arg Thr Gin Ala Met Cys Arg Gly Phe Leu
785 790 795 B0OO

Ala Arg Val €lu Tyr GIn Lys Met Val @lu Arg Arg Qlu Ser |le Phe
805 ’ 810 a15

Cys |le GIn Tyr Asn Val Arg Ala Phe Met Asn Val Lys His Trp Pro
820 825 B30
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Trp Met Lys Leu Tyr Phe Lys (le Lys Pro Leu Leu Lys Ser Ala Glu
835 840 845

Thr Glu Lys Glu NMat Ala Asn Met Lys Glu Glu Phe Glu Lys Thr Lys
850 255 860

Glu Glu Leu Ala Lys Thr Glu Ata Lys Arg Lys Glu Leu Glu Glu Lys
865 870 875 880

Met Val! Thr Leu Met Gin Blu Lys Asn Asp Lev GIn Leu GiIn Val Gin
386 890 895

Ala Glu Ala Asp Ser Leu Ala Asp Ala Glu Glu Arg Cys Asp Gin Leu
900 805 910

lle Lys Thr Lys 1le GIn Leu Glu Afa Lys ile Lys Glu Val Thr Glu
915 920 926

Arg Ala Glu Asp Glu Glu Glu Vle Asn Ala Glu Leu Thr Ala Lys Lys
930 B35 940

Arg Lys Leu Glu Asp Glu Cys Ser Glu Leu Lys Lys Asp |lle Asp Asp
945 950 955 960

tey Giu Leu Thr Leu Ala Lys Yal Glu Lys Glu Lys His Ala Thr Glu
965 970 975

Asn Lys Yal Lys Asn Leu Thr @lu Glu Met Ala Gly Leu Asp Giu Thr
980 985 90

(la Ala Lys Leu Thr Lys Glu Lys Lys Ala Leu Gln Glu Ala His Gin
995 1000 1005

Gin Thr Leu Asp Asp Leu Gin Ala Glu Glu Asp Lys Val Asn Thr
1010 1085 1020
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Leu Thr Lys Ala Lys ile Lys Leu Giu Gin Gin val

1025

Glu Gly Ser Leu

1040

Arg Ala Lys Arg

1055

Ser Ala Met Asp
1070

Leu Lys Lys Lys

1085

Glu Asp Glu din
1100

Leu Gin Ala
11156

Giu

Glu Arg Ala Ser

1130

Arg Glu Leu
1145

Ala Thr Ser
1160

Gly

Gluy Phe 6dIn Lys

H75s

His Glu Ala Thr
1180

ES 2 535087 T3

1030

8lu 6in 61u Lys Lys lle Arg
1045

Lys Leu Glu €ly Asp Leu Lys
1060

(le Glu Asn Asp Lys 6in Gin
1075

Glu Phe Glu
1080

Met Ser Gly Leu

Ala Leu Gly Mot Gin Leu Gin
1105

Arg lle Glu Giu Leu Glu Glu
1120

Arg Alag Lys Ale Glu Lys Gin

1136

Ile Ser Glu Arg Lsu
1150

Glu Glu

Ala Gin lle Glu Met Asn Lys

1166

Met Arg Arg Asp Leu Glu Glu
1180

Ala Ala Thr Leu Arg Lvs Lys
1195

90

Asp Asp Leu
1035

Met Asp Leu Glu
1050

Leu Ala Gin Glu
1065

Lew Asp Glu Lys
1080

Gln Ser Lvyz lig
1095

Lys Lys {la Lys
1110

Glu
1125

ile Giu Aln

Arg Ser Asp Leu
1140

Glu Glu Ala Gly
1155

Lys Arg Glu Ala
1170

Ala Thr Leu Gin
1185

His Ala Asp Ser
1200



ES 2 535087 T3

Yal Ala Glu Leu Gly Glu GIn lie Asp Asn Leu 6]n Arg Val Lys
1205 1210 1215

Gin Lys Leu Glu Lys Glu Lys Ser Glu Met Lys Met Glu lle Asp
1220 12256 1230

Asp Leu Ala Ser Asn Met Glu Thr Val Ser Lys Ala Lys Gly Asn
1235 1240 1245

Leu Glu Lys Met Cys Arg Ala Leu Glu Asp 6In Leu Ser Glu lla
1250 1255 1260

Lys Thr Lys Glu Glu Glu Gin GIn Arg Leu Jle Asn Asp Leu Thr
1265 1210 1275

Ala GIn Arg Ala Arg Leu GIn Thr Gluv Ser 8ly Glu Tyr Ser Arg
1280 1285 1280

GIn Leu Asp Glu Lys Asp Thr Leu Vai Ser Gin Leu Ser Arg Gly
1295 1300 13056

Lys Gin Ala Phe Thr GIn Gin e Glu Glu Leu Ly Arg Gin Leu
1310 1315 1320

Glu Glu Glu lte Lys Ala Lys Ser Als Leu Ala His Ala Leu Gin
1325 1330 ' 1335

Ser Ser Arg His Aep Cys Asp Leu Leu Arg 8lu GIn Tyr Blu Glu
1340 1345 1350

Glu Gin Glu Ala Lys Ala Glu Leu Gin Arg Ala Met Ser Lys Ala
1355 1360 _ 1365

Asn Ser Glu Val Ale GIn Trp Are Thr Lys Tyr Glu Thr Asp Ala
1370 t3715 1380
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ile GIn Arg Thr Glu 6lu Leu Glu Glu Ala Lys Lys Lys Lesu Ala
1385 1390 1395

Gin Arg Leu Gin Asp Ala B8iu Glu His Val Glu Ala Val Asn Ala
1400 1405 1410

Lys Cys Ala Ser Leu 6lu Lys Thr Lys Gin Arg Leu GIn Asn Glu
1415 1420 1425

Val Glu Asp Leu Met Jle Asp Val Glu Arg Thr Asn Ala Ala Cys
1430 1435 1440

Ala Ala Leu Asp Lys Lys Gin Arg Asn Phe Asp Lys |lle Leu Ala
1445 1450 1455

Glu Trp Lys GIn Lyg Cys Glu Glu Thr His Ala Glu Leu €lu Ala
1460 1465 1470

Ser Gin Lys Glu Ser Arg Ser Leu Sar Thr Glu Leu Phe Lys |le
1415 1480 T 1485

Lys Asn Ala Tyr Glu Giu Ser Lau Asp Gin Leu Glu Thr Leu Lys
1480 1495 1500

Arg Glu Asn Lys Asn Leu Gin Gin Glu lle Ser Asp Leu Thr Glu
1505 1510 1515

Gin Ile Ala Glu 6ly Gly Lys Arz !1e His Glu Lew Glu Lys 1le
1520 1625 1530

Lys Lys @lin Val @lu €GIn Glu Lys Ser Glu Leu Gin Ala Ala Leu
1635 1540 1545

Glu Giv Ala Giv Ala Ser Leu Glu His Glu Glu Gly Lys lie Ley
1550 1555 1560
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Arg lle Gln Leu 6ju Leu Asn Gin Val Lys Ser Glu Val Asp Arg
1565 1570 1575

Lys lle Ala Glu Lys Asp Glu Glu lle Asp Gln Bet Lys Arg Asn
1580 1585 1590

His 1le Arg 1le Val Glu Ser Met Gin Ser Thr Leu Asp Ala Qlu
1595 1600 1605

1le Arg Seor Arg Asn Asp Ala |la Arg Leu Lys Lys Lys Met Glu
1610 1615 1620

Gly Asp Leu Asn Glu Met Glu |le Gin Leu Asn His Ala Asn Arg
1625 1630 1635

Met Ala Ala Qlu Ala Leu Arg Asn Tyr Arg Asn Thr Gln Ala 1le
1640 1645 16560

Lau Lys Asp Thr GIn Leu His Leu Asp Asp Ala Leu Arg Ser Gin
1655 1660 1665

Gty Asp Leu Lys Glu Gin Leu Ala Met Val Glu Arg Arg Ala Asn
1670 1675 1880

Leu tau GIn Ala Glu {la Glu Glu Leu Arg Ala Thr Leu Giu Gin
1685 1690 1695

Thr Glu Arg Ser Arg Lys lle Ala Glu Gin Glu Leu Leu Asp Ala
1700 1705 17110

Ser Glu Arg Val Gin Leu Leu His Thr Gin Asn Thr Ser Leau |le
1715 1720 1725

Asn Thr Lys Lys Lys Leu Giu Thr Asp lle Ser Gin 1le 8In Gly
1730 1735 1740
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Glu Met Glu Asp fle lle 8In Glu Ala Arg Asn Ala Glu Glu Lys

1745

1750 1755

Ala Lys Lys Ala lle Thr Asp Ala Ala Met Met Ala Giu Glu Leu

1760

1765 1770

Lys Lys Glu GIn Asp Thr Ser Ale His Leu &lu Arg Met Lys Lys

1775

1780 1785

Asn Leu Glu GIn Thr Val Lys Asp Leu 6in His Arg Leu Asp Glu

1790

1795 1800

Ala Glu GIn Leu Ala Leu Lys Giy Gly Lys Lys 8In |lle Bln Lys

1805

Leu Glu Ala Arg
1820

@tn Lys Arg Asn
1835

Arg Lys Val Lys
1850

Asn lle Leu Arg
1865

Val Lys Ser Tyr
1880

Asn Val Asn Leu
1895

Giu Ala G@lu Glu
1910

1810 1815

Yal Arg Glu teu Glu Gly Glu Yal Glu Sar Glu

1825 1830

Val Glu Ala Val Lfs Gly Leu Arg Lys His Slu

Giu Leu

1840 1845

Thr Tyr 6In Thr Glu Glu Asp Arg Lys
1855 1880

Leu GIn Asp Leu Val Asp Lys Leu Gin Ala Lys

1870 1875

Lys Arg Gén Ala Glu Glu Ala 8lu Glu GIn Sar

1885 1890

Ser Lys Phe Arg Arg lle Gin His Glu Leu Glu

1900 1905

Arg Ala Asp 1le Ale Glu Ser Gin Val Asn Lys

1915 1820

94



10

15

<210>
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Leu Arg Val Lys Ser Arg Glu Val His Thr Lys lla tle Ser Glu

1925 1930 1936

Glu

7

<211> 2633
<212> ADN

<213>

<220>

Homo sapiens

<221> CDS

<222>
<223>

<400>

(38)..(2584)

7

cegeEecaeg ascatcceto ctagecagea gattaca atg ctg caa act aag gat
" Met Leu Gin Thr Lys Asp
1 5

ctc atc tgg act ttg ttt ttc ctg gea act ges gtt tct ctg cag gtz
Leu 1le Trp Thr Leu Phe Phe Leu Gly Thr Ala Val Ser Leu Gin Val
10 15 20 '

gat att gtt ccc agc cag g£8¢ gag atc agc gtt gga gag too maa tte
Asp (la Val Pro Ser €&in Giy 6lu )le Sar Val Gly Glu Ser Lys Phe
25 30 k1

tto tte tgoc coe gig gca gga gat gcc aaa gat mas gac atc tce teg
Fha Leu Cys Gin Val Ala Gly Asp Ata Lys Asp Lys Asp lle Ser Trp
40 45 50

ttc tcc cco aat gga gaa aag ¢tc acc cca aac cag ¢ag cgg atc tca
Phe Ser Pro Asn Gly Glu Lys Leu Thr Pro Asn Gin 8in Arg (le Ser
55 60 65 70

gtg gte tgg aat gat gat tcec tec toce ace ¢te ace atec tat asc geo
Val Val Trp Asn Asp Asp Ser Ser Ser Thr Leu Thr lle Tyr Asn Ala
75 80 85

aac atc gac gac goc gegc att tac eag tet gte gtt aca gge gag gat

Asn lle Asp Asp Ala Gly lle Tyr Lys Cys Val Val Thr Gly Glu Asp
- 80 95 100

95

55

103

151

199

247

296

343



gac egt
Gly Ser

atg ttc
Met Phe
120

gee gt
Ala Val
135

tEg 8saa
Irp Lys

ata gte
Ile Val

gat gag
Asp Glu

atc aac
lle Asn
200

ceg ace
Arg Ala
218

gtc ace
Val Thwr

teg aca
Trp Thr

tac ate
Tyr lle

aag aac

280

ES 2 535087 T3

gag tca gmg gCc acc gte
Glu Ser Glu Ala Thr val
105 110

aag aat gcog cca ace cca
Lys Asn Ala Pro Thr Pro
125

att gty tgt gat ztg gte
ile Val Cys Asp Val Val
140

cac 8aa gec cga gal gto
His Lys Gly Arg Asp Val
155

sac gtg sag atoc
Asn Val Lys lle

cag gag ttc cgg
Gin Glu Phe Arg

age
Ser

atc
le

ctg tcc aac aac tac ctg cag

Leu Sar Asn Asn Tyr Leu
170

ggc act tat cgc tgt gag
Gly Thr Tyr Arg Cys 8iu
185 190

ttc aag gac att cag gtc
Phe Lys Asp |le Gin Vai
205

agg cag aat att gtg aat
Arg Gin Asn (la Val Asn
220 '

ctg gtz tgc gat goc gaa
Leu Val Cys Asp Ala Glu
235

aag gal gge gas cag ata
Lys Asp Bly Glu 8in lle
250

tic agc gac gat agt tece
Phe Ser Asp Asp Ser Ser
265 210

Gin
175

ggc
Gly

att
lle

Ecc
Ala

CEg
Arg

tee
Ser

ctg
Leu
160

ate
Ile

aga
Arg

gtg
val

ace
Thr

tte
Phe
240

casa

130

ctc cca
Leu Pro
145

333 2aa
Lys Lys

CEE E8¢C
Arg Gly

atc ctg
|{e Leu

aat gteg
Asn Val

210
goC aac
Ala Asn
225

cca gag
Pro Glu

£ag gaa -

ttt cag aag ote
Pha Gin Lys Leu
115

€ag egeg gaa gat
@tu Gly Glu Asp

cca acc atc atc
Pro Thr lla lle
150

gat gtc cga ttc
Asp Val Arg Phe
165

atc asg asa aca
lle Lys Lys Thr
180

£Cc8 CEZEZ EEE EBE
Ala Arg Gly Glu
195

cca oot acc atc

Pro Pro Thr lle

ctc gec cag tee
Lau Gly Gin Ser
230

cce acc atg agc

Pro Thr Met Ser

246

gac gat gag aag

Glu Gln Glu Glu Asp Asp Glu Lys

255

260

cag ctg acc atc aaa aag gig gat
Gin Leu Thr 1le Lys Lys Val Asp

275

gac gag gct gag tac atc tgc att get gag aac aag get gsc
Lys Asn Asp Glu Ala Glu Tyr Jle Cys 1la Ala Glu Asn Lys Ala Gly

285

96

280

g

439

487

5385

563

631

679

727

75

823

8N

919



ES 2 535087 T3

gag cag gat gog ace atc cac ctc aaa gtc ttt gea asa c¢cec 3aa ate
Glu GIn Asp Ala Thr |le His Leu Lys Val Phe Ala Lys Pro Lys ile
295 300 305 3

aca tat gta gag aac cag act gce atg gaa tta gag gag cag gte act
Thr Tyr Val Glu Asn 4ln Thr Ala Met Glu Leu Glu Glu Gin Val Thr
315 320 325

ctt acc tegt paa goc toc gea pac coo ett coc toe ate ace tgg agg
Leu Thr Cys Glu Ala Ser Gly Asp Pro |lle Pro Ser [le Thr Trp Arg
330 335 340

act tct acc cgg aac atc age age gaa gaa aag act ctg gat gee cac
Thr Ser Thr Arg Asn lle Ser Ser Glu Glu Lys Thr Leu Asp Gly His
345 350 366

atg gtg gtg cgt agc cat gec cgt Btg tcg teg ctg acc ctg aag age
Mat Val Val Arg Ser His Ala Arg Val Ser Ser Leu Thr Leu Lys Ser
360 365 370

atc cag tao act gat gco gga gag tac atc LEC acc E£Ce age aac ace
I1e Gin Tyr Thr Asp Ale Gly Glu Yyr tle Cys Thr Ala Ser Asn Thr
375 380 38s 390

atc gge cag gac toc cag toc atg tac ctt gea gtg caa tat gec cea
tla Gly GIn Asp Ser Gin Sar Met Tyr Leu Glu Val GIn Tyr Ala Pro
395 400 405

aeg cte ceg ggc cct gty got gty tac act tgg gaeg ggg asc cag gtg
Lys Leu GIn Gly Pro Val Ala val Tyr Thr Trp Giu Gly Asn Gln Yal
410 415 420

asc atc acc tge gag gta Tttt gec tat cce agt goo acg ate tea tge
Asn l1e Thr Cys Glu vai Phe Ala Tyr Pro Ser Ala Thr tle Ser Trp
425 430 . 435

ittt cgg gat ggc cag otg ctg cca age tee aat tac age aat ate aag
Phe Arg Asp @ly Gin Leu Leu Pro Ser Ser Asn Tyr Ser Asn fle Lys
440 445 ' 450

atc tac aac acc ccc tet gec age tat ctg gag gt ace ¢ca gac tct
I1s Tyr Asn Thr Pro Ser Aia Ser Tyr Leu Glu Val Thr Pro Asp Ser
455 460 465 A70

geg ant get ttt ggg eac tec eac tgt act gea gtg esc cEc att gex
Glu Asn Asp Phe Gly Asn Tyr Asn Cys Thr Ala Yai Asn Arg |la Gly
475 480 485

97

967

1015

1063

1

1159

1207

1255

1303

1351

13589

1447

1495



cag gag tcc
GiIn Glu Ser

ceca tec ate
Pro Ser lle
505

ttt zat gaa
Phe Asp Glu
520

get gag tgg
Ala Qlu Trp
5635

gat gor aag
Asp Ala Lys

agg coc gaa
Lys Pro Glu

g€ ctg get
Gly Leu Gly
H85

€88 gEg gad
6ln Gly Glu
600

EEa aac tet
Gly Asn Ser
615

cce ate aga
Pro lle Arg

aaa cca gag
Lys Pro Glu

too ctg gac

ES 2 535087 T3

ttc gaa ttc atc ctt gtt caa
Phe Glu Phe 1le Leu Val Gin
430 495

gac cag gtg gag cca tac toe
Asp GIn Val Glu Pro Tyr Sar
510

cca gag gec ace ggt g2 gte
Pro Glu Ala Thr Gly Gly Val
525

aga goa gtg ggt gaa gaa gta
Arg Ale Val Gly Qlu Glu val
540

atc
Ila
560

gae gcc ags atg gag gee
Glu Ala Ser Met Glu Gly
555

aca acg tac goc gta agg ote
Thr Thr Tyr Ala Val Arg Leu
570 575

gag. atc age geg gec tec gag
Glu lle Ser Ala Ala Ser Glu
590

¢cc agt gca oct aag ctc gaa
Pro Ser Ala Pro Lys Leu Glu
605

att aas gtg aac oty ateo
lle Lys Val Asn Leu Ila
620

aag
Lys

cac tat otg gic ageg tac cga
His Tyr Leu Val Arg Tyr Arg
635 640

agt
Ser

atc agg ctc ccg tct gge
lle Arg Leu Pro Ser Qly
650 655

teg aat got gug tat gez zic

gca gac acc cge tot tca
Ala Asp Thr Pro Ser Ser
500

age aca gecc cag gtg cag
Ser Thr Ala GIn Val GiIn

515

cce ate ctc aae tac aaas
Pro lle Leu Lys Tyr Lys
530

tgg cat tcc aag tgg tat
Trp RHis Ser Lys Trp Tyr
545 550

gtc acc atc gt gzc ctg
Val Thr |lle Val Gly Lev
5685

goE gcg ctc aat gge asa
Ala Ale Leu Asn Gly Lys
580

ttc aag acg cag cca gte
Phe Lys Thr GIn Pro Yal
595

ggE cag atg gga gag gat
Gly GIn Met Gly Glu Asp
610

gEac gegc gec tee
Asp Gly Gly Ser
630

cag gat
Gin Asp
625

g6g ctc toc toc gag teg
Ala Leu Ser Ser 6iu Trp
645

gac cac gtc atg ctg aag
Asp His Yal Met Leu Lys
660

tac gtg gtg got gag 820

Ser Leu Asp Trp Asn Ala Glu Tyr Glu Yal Tyr Val Val Ala Giu Asn

665

670

98

675

1543

1591

1639

1687

1735

1783

1831

1879

1927

1875

2023

20N
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cag caa gga aaa tec aag gog get cat ttt gtg tte agg acc teg geco
Gin Gln Gly Lys Ser Lys Ala Ala His Phe Val Pha Arg Thr Ser Ala
580 685 690

cag ctC aca goc atc cta gCC A8c BEC 8gc oot acc tca ggc otE age
Gin Pro Thr Ala Ile Pro Ala Asn Giy Ser Pro Thr Ser Gly Leu Ser
695 700 705 710

acc ggg goc atc gtg gegc ate ctc ate gto ate tte gte ctg cte ctg
Thr Gly Ala lie val Gly lle Leu lle Val Jle Phe Ya) Leu Leu Leu
5 720 725

gtg gtt gtg gac ate acc tge tac ttc ctg aac aag tgt zec cte tte
Val Val Vat Asp 1le Thr Cys Tyr Phe Leu Asn Lys Cys Gly Leuv Phe
730 . 138 740

atg tgc att gecg gtc aac ctg tegt ges mae EGC Z2EE coC ZEE Ecc aag
Mot Oys lle Ala Val Asn Leu Cys Gly Lys Ala 8ly Pro Gly Ala Lys
145 150 755

ggc aag gac atg gag gag gECc aag gec gcc ttc tog aaa gat geag toe
Giy Lys Asp NMet Glu Glu Gly Lys Ala Ala Phe Ser Lys Asp Glu Ser
160 765 770

aag gag ¢co ate gtz gag gtt cga acg gag £A8 ZaR EEE BCO CHa ABC
Lys Giu Pro 1le Val Glu Val Arg Thr Giu Glu Glu Arg Thr Pro Asn
775 780 785 7190

cat gat gea gre @aa cac aca gag coG aac gag ace acg cca ctg acg
His Asp Gly Gly Lys His Thr Glu Pro Asn Giu Thr Thr Pro Leu Thr
785 800 805

gag ccC gag Aag gEC coc gta gan gea asg ccA gag tgc car pag aca
Glu Pro Glu Lys Gly Pro Val Giu Ala Lys Pro Glu Cys Gln Qlu Thr
810 8156 820

€aAa acg aag ctA gcg cca gecc gaa gtc sag acg gtc ccc mat gac goe
G6tu Thr Lys Pro Ala Pro Ala Glu Yal Lys Thr Val Pro Asn Asp Ala
825 830 835

aca cag hca 80E EAE eac gag agc asa gea tga tgepgtpaaga gaaccgagca
Thr GIn Thr Lys Gliu Asn Giu Sar Lys Ala
840 . 845

sagatcasaa teaassgtge cacagcage

<210> 8

<211> 848

<212> PRT

<213> Homo sapiens

99

2119

2167

2218

2283

2311

2359

2407

2455

2503

2551

2633



<400> 8
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Het Leu Gin Thr Lye Asp Leu Ila Trp Thr Leu Pha Phe Leu Gly Thr
1 8 10 15

Ala Val Ser Leu Gin Val Asp |le Yal Pro Ser Gln Giy Glu |le Ser
20 25 30 :

Val Giy Giu Ser Lys Phe Phe Leu Cys Glin Val Ala Gly Asp Ala Lys
35 40 45

Asp Lys Asp |le Ser Trp Phe Ser Pro Asn Gly Glu Lys Leu Thr Pro
50 . 85 . 60

Asn GIn Gin Arg lle Ser Val Val Trp Asn Asp Asp Ser Ser Ser Thr
86 70 15 80

Leu Thr |le Tyr Asn Ala Asn |ie Asp Asp Ala Gly lle Tyr Lys Cys
85 80 . 95

Val Yal Thr Gly Glu Asp Gly Ser Blu Ser Giu Ala Thr Yal Asn Val
: 100 : 105 110

Lys |lie Phe GiIn Lys Leu Maet Phe Lys Asn Ala Pro Thr Pro GIn Glu
118 120 128

Phe Arg Alu Qly Glu Asp Ala Val |le Val Cys Asp Val Val Ser Ser.
130 136 140 '

Leu Pro Pro Thr {le ile Trp Lys His Lys Gly Arg Asp Va! Ile Leu
145 150 155 160

Lys Lys Asp Val Arg Phe fle Val Leu Ser Asn Asn Tyr Leu Gin lle
165 170 178

100
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Arg Gly Ile Lys Lys Thr Asp Glu Gly Thr Tyr Arg Cys Glu Gly Arg
180 188 190

ite Leu Alg Arg G!y Glu 1le Asn Phe Lys Asp [le Gln Val |ie Val
195 200 208

Asn Yal Pro Pro Thr 1le Arg Ala Arg Gin Asn lle Yai Asn Ala Thr
210 215 220

Ala Asn Leu Bly 6in Ser Val Thr Leu Val Cys Asp Ala Blu Arg Phe
225 . 230 235 : 240

Pro Glu Pro The Mot Ser Trp Thr Lys Asp Gly Glu Gin (le Glu Gin
245 250 255

Qlu Glu Asp Asp 8iu Lys Tyr Jle Phe Ser Asp Asp Ser Sar QIn Leu
260 265 270

Thr |le Lys Lys Val Asp Lys Asn Asp Glu Ala Gtu Tyr Ile Cys lle
275 280 285

Ala Glu Asn Lys Ala Gly Glu Gin Asp Ala Thr |le His Leu Lys Val
290 295 300

Phe Ale Lys Pro Lys lle Thr Tyr Vel Glu Asn Gin Thr Ala Met Ghu
05 3t0 315 320

Leu Glu Glu GIn Val Thr Leu Thr Cys Glu Ala Ser Gly Asp Pro lle
325 330 335

Pro Ser lile Thr Trp Arg Thr Ser Thr Arg Asn |le Ser Ser Glu Glu
340 348 . 350

Lys Thr Leu Asp Gly His Met Val Val Arg Ser His Ala Arg Val Ser
355 360 365

101
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Ser Leu Thr Leu Lys Ser lle Gln Tyr Thr Asp Ala Gly Glu Tyr ile
370 375 380

Cys Thr Ala Ser Asn Thr Ite Gly Gln Asp Ser Gin Ser Met Tyr Leu
386 . 390 395 400

Glu Val Gin Tyr Ala Pro Lys Leu Gln Gly Pro Val Ala Val Tyr Thr
405 410 415

Trp Glu Gly Asn Gin Val Asn !le Thr Cys Giuv Val Phe Ala Tyr Pro
420 425 430

Ser Ala Thr |le Ser Trp Phe Arg Asp Gly Gin Leu Leu Pro Ser Ser
435 440 445

Asn Tyr Ser Asn 1le Lya {le Tyr Asn Thr Pro Ser Ala Ser Tyr Leu
450 455 460

Glu Val Thr Pro Asp Ser Glu Asn Asp Phe Gly Asn Tyr Asn Cys Thr
465 470 478 480

Ala Val Asn Arg tle Gly Gln Glu Ser Pha Glu Phe lle Lau Val Gin
485 490 495

Ala Asp Thr Pro Ser Ser Pro Ser l!a Asp Gin Val Glu Pro Tyr Ser
500 505 510

Ser Thr Ala Gin Val 8ln Phe Asp Glu Pro Giu Ala Thr Gly Gly Val
515 520 825

Pro lla Leu Lys Tyr Lys Ala Glu Trp Arg Ala Val Aly Glu Qiu Val
530 535 540

Trp His Ser Lys Trp Tyr Asp Ala Lys Glu Ala Ser Met Glu Gly ile
545 550 555 560

102
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Vot Thr 1le VYal Giy Leu Lys Pro Glu Thr Thr Tyr Ala Val Arg Leu
565 570 575

Ala Ala Leu Asn Gly Lys Gly Leu Gly Glu lle Ser Ala Ata Ser Glu
580 585 290

Pha Lys Thr GIn Pro Val Gin Giy Glu Pro Ser Ala Pro Lys Leu Glu
595 600 605

Gly GiIn Met Gly Gfu Asp Gly Asn Ser lle Lys Val Aen Leu lle Lys
§10 615 620 :

GiIn Asp Asp Gly Gly Ser Pro lle Arg His Tyr Leu Yal Arg Tyr Arg
625 ’ 630 635 . 640

Ala Leu Ser Ser Glu Trp Lys Pro Glu 1le Arg Leu Pro Ser Gly Ser
645 _ 650 655

Asp His Val Mat Leu Lys Ser Leu Asp Trp Asn Ala Glu Tyr Glu Val
660 665 670

Tyr Val Val Ala Giu Asn GlIn Gin Gly Lys Ser Lys Ala Ala His Phe
675 680 685

Val Phe Arg Thr Ser Ala GIn Pro Thr Ala lle Pro Ala Asn Gly Sar
690 685 700

Pro Thr Ser Gly Leu Ser Thr Gly Ala |le Val Giy lle Leu Ile Vol
705 710 ns 720

lle Pha Val Leu Leu Leu Val Val Val Asp lle Thr Cys Tyr Phe Leu
726 730 136

Asn Lys Cys G6ly Leu Phe Met Cys lle Ala Val Asn Leu Cys Gly Lys
740 : 745 750

103



10

15

20
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Ala Gly Pro Gly Ala Lys Gly Lys Asp Met Giu Glu Gly Lys Ala Ala
755 760 765

Phe Ser Lys Asp 8lu Ser tys Glu Pro Ile Val Glu Yal Arg Thr Glu
T 715 780

Giu Glu Arg Thr Pro Asn His Asp Gly Gly Lys His Thr 8lu Pro Asn
785 190 795 800

Glu Thr Thr Pro Leu Thr Glu Pro Glu Lys Gly Pro Val Glu Ala Lys
805 810 815

Pro Glu Cys 81n Glu Thr Glu Thr Lys Pro Ala Pro Ala Glu Val Lys
820 825 830

Thr Vai Pro Asn Asp Ala Thr Gin Thr Lys Glu Asn Glu Ser Lys Ala

<210>9
<211> 1692
<212> ADN

<213> Homo sapiens:

<220>
<221> CDS

<222> (121)..(1080)
<223>

<300>
<308> X56677

<309> 19-03-1991
<313> (1)..(1692)

<400> 9

attcagactg ccagcacttt gectatctaca gecggggetc ccgagoggea gaasgttceg
gocactotet gocgottgge ttgzecgane gocagguoceg LEccgcgcca cogecaggat

atg gag cta ctg tcg cca ccg cte cge gac gta gac ctg acg gec coo
Met Giu Leu Leu Ser Pro Pro Leu Arg Asp Val Asp Leu Thr Ala Pro

840

104

60

120

168



1 5

gac gzc tot cte tgo
Asp Giy Ser Ley Cys
20

ccg tgt tie gac tec
Pro Cys Phe Asp Ser
a5

cge ctg atg cac gtg
Arg Leu Met His val
850

ttc cce gog BECcE plg
Phe Pro Ala Ala Val

65

ztg cge geg cec age
Yal Arg Ala Pro Ser
85

goc tge aag geg tgo
Ala Cys Lys Ala Cys
100

goc goc acc atg cgo
Ala ‘Ala Thr Met Arg
115

ttt gag aca ctc aag
Pha Glu Thr Leu Lys
130

ccc aag gtg gag ate
Pro Lys Val Glu lle
1456

¢ag got ctg otg cge
GIn Ala Leu Leu Arg
165

ttc tat geg ccg gge
Phe Tyr Ala Pro Gly
180

age gge gsc tee gac
Ser Gly Asp Ser Asgp

ES 2 535087 T3

10

15

tec ttt geo aca acg gac gac ttc tat gac gac
Ser Phe Ala Thr Thr Asp Asp Phe Tyr Asp Asp

25

30

cce gac ctg cgc tte ttc gaa gac ctg gac cog

Leu
40

Pro Asp

Arg Phe Phe Glu Asp Leuw Asp Pro

45

g2C RgCE cte ctg 288 ccc gaa gag ca¢ teg cdc

B8ly Ala Leu

55

Cac ccg ECC CCf
His Pro Ala Pro
70

g88 cac cac cag

Gly His His Gin

aag Cgo
Lys Arg Lys

uag acc
Thr
105

gag CgR Cgou cgc
Glu Arg Arg Arg
120

tge tge acg teg
Arg Cys Thr Ser
138

ctg cgc aac pec
Leu Arg Asn Ala
150

gac cag gac goc
Asp Gin Asp Ala

ccg ctg ccc cog
Pro Lteu Pro Pro
185

geg tee age ceg
Ala Ser Ser Pro

g8C gCa
Gly Ala
75

gcg gge
Ala Gly
80

acc aac
Thr Asn

ctg ago
Leu Ser

agc aat
Ser Asn

atc cge
ile Arg
168

BCE CGe
Ala Pro
170

ggc cge
Aly Arg

¢ge tee
Arg Ser

105

Leu Lys Pro Glu Glu His Ser His

60

cgt gag gac gag cat
Arg Glu Asp Qlu His

80

cge tge cta otg tgg
Arg Cys Lou Leu Trp
95

80C gac GEG GRC aag
Ala Asp Arg Arg Lys
110

aaa gta aat gag gee
Lys Val Asn Glu Ala
12%

Cca aac cag cge ttg
Pro Asn Gin Arg Leu
140 :

tat
Tyr

ate gag gge cte
lle Glu Gly Leu
160

cct ggc gea geo goc
Pro Gly Ala Ala Ala
175

gE80c gEo gag cac tac
Gly Gly Glu His Tyr
190

aac tgc tce gae zge
Asn Cys Ser Asp 6ly

216

264

312

360

456

504

552

648

636

744
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195 200 205

atg atg gac tac agc EEC ccC CGEL 8gC EEBC ECGC CEE CKE CRE wvac Lgc
Het Mot Asp Tyr Ser Gly Pro Pro Ser Gly Ala Arg Arg Arg Asn Cys
210 215 220

tac gaa ggc gocc tac tac aac gag £og coC agC g8a CCC agE CCC EEE
Tyr Glu Biy Ala Tyr Tyr Asn Glu Ala Pro Ser Qlu Pro Arg Pro Gly
226 230 235 240

asg agt gcg geg gtg tog age cta gac tac ctg tec age ate gig gag
Lys Ser Ala Ala Yal Ser Ser Leu Asp Tyr Lau Ser Ser [le Vail Glu
245 250 255

cgt atc tcc ace gag age oot geg geg cec gee cte otg otg geg gac
Arg 1le Ser Thr Blu Ser Pro Ala Ala Pro Ala Leu Leu Leu Ala Asp
260 285 270

gtg cct tet gag teg cet cog cge agg caa gag get goc goc Goc age
Val Pro Sar Glu Ser Pro Pro Arg Arg GIn Glu Ala Ala Ala Pro Ser
275 280 28%

gag gga gag bEC AEC ERC 28C Coo acc cag tca ccg E2C gco BGC ¢
Glu Gly Glu Ser Ser Qly Asp Pro Thr GIn Ser Pro Asp Ala Ala Pro
290 295 300

cag tgc cct geg get gog aac cce aac oscg ata tac cag gtg ote tga
Gin Cys Pro Ala Gly Ala Asn Pro Asn Pro 1l Tyr Gin Yal Leu

305 310 316 :

gEgRaatgty BCCECCCAB: Ccocgelagee atggteccet agggtecets gcgocccasaa
gattgasctt maatgeecce ctooccaacag cgctttasan gopccatotc ttgaggtags

agaggcgsag sactgaagtt tocgoccece cogacaggge aaggacacag cgoggtttit

teeacgoage accottetog gagacccatt gogatggocg otcogtpttc ctoggteggc

cagagctgea cocttgageeg ctegettcac gttictcegeg coctecatgy tgagacecte

geagacetaa coctgcceey Rgatgeaccg gttatttgee ggegegteag acagtgcact
coggteccan atgtageoagg tgtaaccgta acccacocccc aaccegttte ceggttoage

acoacttttt gtaatacttt ttgtaetcta ticotgteas taagagttcz tttgccagag

aggagcccet ggggctgtat ttatctetga ggeaggatet gtggtgetac agggaatttg

106

192

936

984

1032

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620
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tacgtttata cogcapgoRE ECEAECCECE ggcgotegct caggtgatca saataaaggs 1680

goctaatttat aa

<210>10

<211> 319
<212> PRT

<213> Homo sapiens:

<400> 10

Met @lu Leu Leu Ser Pro
1 ]

Asp Gly Ser Leu Cys Ser
20 .

Pro Cys Phe Asp Ser Pro
35

Arg Leu Mat His Val Bly
50

fhe Pro Ata Ala Val His
65 70

Val Arg Ala Pro Ser Qly
85

Ala Cys Lys Ala Cys Lys
100

1692

Pro Leu Arg Asp Val Asp Leu Thr Ala Pro
10 15

Phe Ala Thr Thr Asp Asp Phe Tyr Asp Asp
25 30

Asp Leu Arg Phe Phe Glu Asp Leu Asp Pro
40 45

Ala Leu Leu Lys Pro Glu Glu His Ser His
55 60

Pro Ala Pro Gly Ala Arg Glu Asp Glu His
75 a0

His His GiIn Ala Gly Arg Cys Leu Leu Trp
80 95

Arg Lys Thr Thr Asn Ala Asp Arg Arg Lys
105 110

Ala Ala Thr Met Arg Glu Arg Arg Arg Leu Ser Lys Val Asn Glu Ala

115

120 125

Phe Glu Thr Leu Lys Arg Cys Thr Ser Ser Asn Pro Asn Gin Arg Leu

130

136 140

107



10

ES 2 535087 T3

Pro Lys Yal Glu 1le Leu Arg Asn Ala lie Arg Tyr lle Giu Gly Leu
145 150 166 160

Gln Ala Leu Lou Arg Asp Gin Asp Ala Ala Pro Pro Gly Ala Ala Ala
’ 165 170 175

fhe Tyr Ata Pro Gly Pro Leu Pro Pro Gly Arg Gly Gly Glu His Tyr
180 185 _ 190

Ser Gly Asp Ser Asp Ala Ser Ser Pro Arg Ser Asn Cys Ser Asp Gly
195 200 208

Met Met Asp Tyr Ser Gly Pro Pro Ser Gly Ala Arg Arg Arg Asn Cys
210 21§ 220

Tyr Glu Gly Ala Tyr Tyr Asn Glu Ale Pro Ser Glu Pro Arg Pro Gly
225 230 235 240

Lys Ser Ala Ala Val Ser Ser L§u Asp Tir Leu Ser Ser lle Yal Glu
245 250 255

Arg lle Ser Thr Glu Ser Pro Ala Alg Pro Ala Leu Leu Leu Ala Asp
260 265 210

Val Pro Ser 8iu Ser Pro Pro Arg Arg Gin Glu Ala Aia Alag Pro Ser
275 280 285

Glu Gly Glu Ser Ser Gly Asp Pro Thr @in Ser Pro Asp Ala Ala Pro
290 295 300

Gln Cys Pro Ala Gly Ala Asn Pro Asn Pro lle Tﬁr Gln Val Leu
3086 310 35

<213> Homo sapiens:

<222> (43)..(810)

108
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<223>

<300>

<308> NM_005593
<309> 07-04-2003
<313> (1)..(1427)

<400> 11

ES 2 535087 T3

cctctogete ccgtooaggt geaccgectg cotcteagoa

gat gge tee
Asp Gly Cys
5

ata ccg teo
|le Pro Ser

got goce tte
Ala Ala Phe

gag cac gte
Glu His Val

b5

atg tge geo
Ret Trp Ala
10

GEE 2ag gca
Arg Lys Ala
85

cag get ttec

Gln Ala Phe

age ctg cco
Arg Leu Pro

cag ttc tea

cet tet gag tac tte

gg atg gac gtg atg
Met Asp Vsl Net

1

tac gsc

gEc tce tge

Gin Pha Sar Pro Sar Glu Tyr Phe Tyr Asp Gly Ser Cys

10

cce gag get gaa ttt
Pro Glu €ly Giu Phe
25

g8 gog cac asa gea
Gly Ala His Lys Ala
40

cea gecg cet acc zee
Arg Aia Pro Thr Gly
60

tec nae goo tgo aag
Cys Lys Ala Cys Lys
75

gca act atg cgc gag
Ala Thr Ret Arg Glu
290

gaa acc ctc aag agg
GBlu Thr Leu Lys Arg
105

aag gtg gag atc cte

15

EEe gac gag
Gly Asp Glu
30

gag ctg cag
Glu Leu Gin
45

cac ¢a8c cag
His His GIn

agg aag too
Arg Lys Ser

GEE agg CEG
Arg Arg Arg
a5

tgt acc acg
Cys Thr Thr
110

agg aat gee

Lys Val Glu lie Leu Arg Asn Ala

120

125

109

ttt gtg
Phe Val

gee tea
Giy Ser

gct zgt
Ala Gly
65

aco
Thr

80

BGC
Thr

ctg aag
Lau Lys

acc aac
Thr Asn

atc cgc
fle Arg

20

ccg cga gtg
Pro Arg Val
as

gat gag gac
Asp Glu Asp
5Q

cac tgc cte
His Cys Lau

atg gat cgg
Met Asp Arg

aag gto aac
Lys Val Asn
100

ccc aac cag
Pro Asn Gin
115

tac atc gag
Tyr lle Glu
130

54

102

150

198

246

342

380
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agc otg cag gag ttg ctg aga gag cag gtg gag aac tac tat age ctg
Ser Leu GIn Glu Leu Leu Arg Gly Gin Val Glu Asn Tyr Tyr Ser Leu
135 140 145

cog gga cag age tgc tcg gag cec ace age coc ace tecc aat tge tet
Pro Qly Gin Ser Cys Sar Glu Pro Thr Sor Pro Thr Ser Asn Cys Ser
150 155 160
gat ggc atg ccc gea tgt sac agt cet gtec teg tec aga eag ege agt
Asp Giy Met Pro Giu Cys Asn Ser Pro Val Trp Ser Arg Lys Ser Ser
185 170 175 180
act tit gac age atc tsc tgt cet gat gta tca ast gta tat goc aca
Thr Phe Asp Ser 1le Tyr Cys Pro Asp Val Ser Asn Val Tyr Ala Thr
186 190 195
gat aaa aac tec tta tec age ttg gat tge tta tce aac ata gtg gac
Asp Lys Asn Ser Leu Ser Ser Leu Asp Cys Leu Ser Asn lle Val Asp
200 205 210
cgg atc ace toc tees gag caa cot gdE ttE oot ctec cag gat cig get
Arg lle Thr Ser Ser Glu Gin Pro Gly Leu Pro Leu Gin Asp Leu Als
215 220 225
tot cte tet cca gtt goc age ace gat tca cag cot cga act cca gae
Ser Leu Ser Pro Val Ala Ser Thr Asp Ser QIn Pro Arg Thr Pro Qly
230 236 240
goet tot agt tco egg ctt otc tat cat gty cta tga acteattttc
Ala Ser Ser Ser Arg Leu lle Tyr His Val Lau
245 250 255
tggtctatat gacttéttcc ageageecet aatacacagg acgaagaagg cttcaaaaag
tccoaaacon agacaacatg tacatasaga tttottttca gttgtasatt tgztamagatt
acctigecao tttataagaa agtgtattia actasesagt catcatigea eatasatactt
tottottett tattattctt tgottegata ttaatacata gttecagtaa tactatttet
gatagggeec cattgattga gegtagetty ttcgaatget taacttatat atacatatat
atatattata aatattgctc atcaamasatgt ctotgetgtt tagagettta tttttttott
taasacatta mascagctga gaatcagtta astggaattt tasatatatt taactattte

tittetettt astcetttag ttatattgta ttaaatasas atataatact gectaatgta

110

436

534

630

678

7126

774

820

940
1000
1060
1120
1180
1240

1300
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tatattttga tettttottg taagasatgt atcttttaaa tgtaagcaca aaatagtact
ttetggatca tttcaagata taagaaattt tggaaattcc accataaata asatttitta

ctacaag

<210> 12

<211> 255

<212> PRT

<213> Homo sapiens;

<400> 12

Met Asp Val Met Asp Gly Cys Gln Phe Ser Pro Ser Glu Tyr Phe Tyr
1 5 10 15

Asp Gly Ser Cye lle Pro Ser Pro Glu Gly Glu Phe Gly Asp Glu Phe
20 25 30

Yal Pro Arg Val Ale Ala Phe Gly Ale His Lys Ala Glu Leu GiIn Gly
K13 _ - 40 45

Ser Asp Glu Asp Qlu His Val Arg Ala Pro Thr G8ly His His GiIn Ala
50 66 60

Gly His Cys Leu Met Trp Ala Cys Lys Ala Cys Lys Arg Lys Ser Thr
65 70 75 80

Thrr Met Asp Arg Arg Lys Ala Ala Thr Met Arg Giu Arg Arg Arg Leu
86 90 ' a5

Lys Lys Val Asn Gin Ala Phe Glu Thr Leu Lys Arg Cvs Thr Thr Thr
100 105 1o

Asn Pro Asn Gin Arg Leu Pro Lys Val Qlu lle Leu Arg Asn Ala lle
115 120 125

Arg Tyr tle Glu Ser Leu Gin Glu Leu Leu Arg Giu 6In Val Glu Asn
130 135 140

111

1360

1420

1427



10

15

20

ES 2 535087 T3
Tyr Tyr Ser Leu Pro Gly Gln Ser Cys Ser Glu Pro Thr Ser Pro Thr
145 150 155 160

Ser Asn Cys Sgr Asp Gliy Met Pro Qlu Cys Asn Ser Pro VYal Trp Ser
165 170 175

Arg Lys Ser Ser Thr Phe Asp Ser lle Tyr Cys Pro Asp Val Ser Asn
180 185 190

Vai Tyr Ata Thr Asp Lys Asn Ser Leu Ser Ser Leu Asp Cys Leu Ser
195 200 205

Asn ile Yal Asp Arg lie Thr Ser Ser Glu Gin Pro Giy Leu Pro Leu

210 : 215 220

Gin Asp Leu Ala Ser Leu Ser Pro Val Ala Ser Thr Asp Ser Gin Pro

225

230 235

Arg Thr Pro Gly Ala Ser Ser Ser Arg Leu fla Tyr Hfs Yal Leu

<210> 13
<211> 675
<212> ADN

<213> Homo sapiens;

<220>
<221> CDS
<222> (1).. (675)
<223>

<300>
<308> BT007233
<309> 13-05-2003
<313> (1)..(675)

<400> 13

245 250 255

atg gag ctg tat gag aca tec cce tae ttc tac cag gaa cec cgoe tte
Kot Glu Leu Tyr Glu Thr Ser Pro Tyr Phe Tyr Gin 6lu Pra Arg Phe

112



tat gat ggz gaa aac
Tyr Asp Giy Glu Asn
20

cca ggc tac gag cgE
Pro Gly Tyr Glu Arg
35

cce ctt gag eac aag
Pro Leau Glu Asp Lys
50

tgc oty ¢cg tgr EcE
Cvys Leu Pro Trp Ala
65

gac cgg cgg ceg gce
Asp Arg Arg Arg Ala
85

gtg aat gag gcc tto
Val Asn Glu Ala Pha
100

aac cag cgg ctg ccc
Asn Gin Arg Leu Pro
116

atc gag cgc ctc cag
Ile Glu Arg Leu Gin
130

gac ctc cgc tac cgg
Asp Leu Arg Tyr Arg
145

gaa tgc agc tot cac
Glu Cys Ser Ser His
165

ctg gag tto ego gco
Leu Glu Phe Ser Ala
180

aca gat gee cac aac

ES 2 535087 T3

10

tac ctg cct gt¢ cac cto
Tyr Lau Pro Val His Leu
25

acg egag otc acc ctg age
Thr Glu Leu Thr Leu Ser
40

£88 ctg gEg acc coe gag
Gly Lau Giy Thr Pro Glu
55

tgt asg gtg tgt aag agg
Cys Lys Val Cys Lys Arg
70 75

gee aca ctg agg gag aag
Ala Thr Leu Arg Glu Lys
90

gag gcc ctg aeg sga agc
Giu Ala Leu Lys Arg Ser
105

aag gtg gag atc ctg cgc
Lys Val @lu |le Leu Arg
120

gcc ctg ctc agc tcc cte
Ala Lau Leu Ser Ser Leu
135

£EC ECE EBC EEE COGC Cag
Gly Gly 8ly Gly Pro Gin
150 155

agc gco tcc tge egt cca
Ser Ala Ser Cys Ser Pro
170

aac cca ggg gat cat ctg
Asn Pro Gly Asp His Leu
185

ctg cac tee cte ace tee

15

cag ggo ttc gaa cca
Gin Gly Phe Glu Pro
30

oo gag gcc cca gEg
Pro Glu Ala Pro Gly
45

cac tgt cca gac cag
Higs Cys Pro Gly Gin
60

aag tcg gtg toe gtz
Lys Ser Val Ser Val
BO

cge agg ctoc aag eag
Arg Arg Leu Lys Lys
a5

sce ctg cte aac coo
Thr Leu Leu Asn Pro
110

agt gec atc cag tac
Sar Ala lle Gln Tyr
125

2ac cag gag gag cgt
Asn Gin Blu 8lu Arg
140

cca ggg gteg cee age
Pro Gly Val Pro Sar
160

gog tgg ggc agt geca
Glu Trp Gly Ser Als
175

ctoc acg got gac cot
Leu Thr Ala Asp Pro
190

ate gtg gac age ate

Thr Asp Ala His Asn Leu His Ser Leu Thr Ser tie Val Asp Ser lle

113

96

144

192

240

338

384

432

480

528

576

624
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195 200 205

aca gte gae gat gtg tct gtg gcc tic cca gat gas acc atg ccc aac
Thr Yal Glu Asp Val Ser Val Ala Phe Pro Asp Glu Thr Met Pro Asn
210 215 220

tag

<210> 14

<211> 224

<212> PRT

<213> Homo sapiens;

<400> 14

Met Glu Leu Tyr Glu Thr Ser Pro Tyr Phe Tyr Gin Giu Pro Arg Phe
1 5 10 : 15

Tyr Asp Gly Glu Asn Tyr Leu Pro VYal His Leu GiIn Gly Phe Glu Pro
20 25 30

Pre Gly Tyr Glu Arg Thr Glu Leu Thr Leu Ser Pro Glu Ala Pro Gly
35 40 45

Pro Leu Glu Asp Lys Gly Lau Gly Thr Pro Glu His Cys Pro Giy Gin
50 55 60

Cys Leu Pro Trp Ala Cys Lvs Val Cys Lys Arg Lys Ser Val Ser Val
85 0 75 80

Asp Arg Arg Arg Ala Ala Thr Leu Arg Glu Lys Arg Arg Leu Lys Lys
86 80 . 9%

Val Asn Giu Ala Phe Glu Ala Leu Lys Arg Ser Thr Lsu Leu Asn Pro
100 105 110

Asn (in Arg Leu Pro Lys Val Qlu lle Lau Arg Ser Ala lla Gin Tyr
1185 120 125

114

672

675
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Ile Glu Arg Lou GIn Ala Leu Leu Ser Ser Leu Asn Gin 8lu Glu Arg
130 135 140

Asp Lau Arg Tyr Arg Gly Gly Giy Gly Pro Gin Pro Gly Val Pro Ser
146 150 155 160

Glu Cys Ser Ser His Ser Ala Ser Cys Ser Pro Glu Trp Gly Ser Ala
165 170 175

Leu Glu Phe Ser Ala Asn Pro Gly Asp His Leu Leu Thr Ala Asp Pro
180 185 190

Thr Asp Ala His Asn Leu His Ser Leu Thr Ser ile Val Asp Ser lle
195 200 205

Thr Val Glu Asp Val Ser Val Ala Phe Pro Asp Glu Thr Met Pro Asn

210 215

<210> 15

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo SRY

<400> 15
gcctcaggac atattaatct ctggag 26

<210> 16

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso SRY

<400> 16
gctgatctct gaattctgca tge 23

<210> 17

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda SRY

<400> 17
aggcgcaagt tggctcaaca gaatcc 26

<210> 18

115

220
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15

20

25

30

<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo IL2

<400> 18
gccttgtgtg ttataagtag gagge

<210> 19

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso IL2

<400> 19
agtgccaatt cgatgatgag ¢

<210> 20

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda IL2

<400> 20

ES 2 535087 T3

25

21

tctcctcaga aattccacca cagttgetg 29

116
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REIVINDICACIONES

1. Una estructura tridimensional aplicable al corazén, que comprende una célula madre mesenquimatosa derivada
de una parte distinta al miocardio de un adulto,
donde la estructura tridimensional se puede obtener mediante un método que comprende las etapas de:

a) cultivar la célula madre mesenquimatosa derivada de la parte distinta al miocardio de un adulto sobre un
soporte de cultivo celular injertado con una macromolécula respondedora a la temperatura que tiene una
temperatura de solucion critica limite superior o una temperatura de solucion critica limite inferior con el agua de
0°C a 80 °C;

b) fijar una temperatura media del cultivo a la temperatura de la solucion del limite superior o mas o a la
temperatura de la solucion del limite inferior o menos; y

c) desprender la célula cultivada como una estructura tridimensional.

2. La estructura de acuerdo con la reivindicacién 1, donde la célula derivada de una parte distinta al miocardio es
una célula no derivada del corazoén.

3. La estructura de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la aplicabilidad al corazon incluye la aplicabilidad al
miocardio.

4. La estructura de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende una lamina de células en monocapa.
5. La estructura de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende una lamina de células en multicapa.

6. La estructura de acuerdo con la reivindicacién 5, donde la lamina de células en multicapas tiene conexién
bioldgica.

7. La estructura de acuerdo con la reivindicacion 6, donde la conexidn biolégica se selecciona del grupo que consiste
en la conexion mediante la matriz extracelular, la conexién eléctrica y la conexion sin armazoén.

8. El medicamento, que comprende una estructura tridimensional de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7.

9. El medicamento de acuerdo con la reivindicacion 8 para su uso en un método de tratamiento de una enfermedad
o trastorno seleccionado del grupo que consiste en insuficiencia cardiaca, cardiopatia isquémica, infarto de
miocardio, miocardiopatia, miocarditis, miocardiopatia hipertréfica, miocardiopatia hipertréfica en fase dilatada y
miocardiopatia dilatada.

10. El medicamento de acuerdo con la reivindicacion 9, donde la célula deriva del sujeto al que se aplica la
estructura.

11. El medicamento de acuerdo con la reivindicacion 9, donde la célula no deriva del sujeto al que se aplica la
estructura.

12. Un método para producir una estructura tridimensional aplicable al corazén, que comprende una célula madre
mesenquimatosa derivada de una parte distinta al miocardio de un adulto, comprendiendo el método las etapas de:

a) cultivar la célula madre mesenquimatosa derivada de la parte distinta al miocardio de un adulto sobre un
soporte de cultivo celular injertado con una macromolécula respondedora a la temperatura que tiene una
temperatura de solucion critica limite superior o una temperatura de solucion critica limite inferior con el agua de
0°C a 80 °C;

b) fijar una temperatura media del cultivo a la temperatura de la solucion del limite superior o mas o a la
temperatura de la solucion del limite inferior o menos; y

c) desprender la célula cultivada como una estructura tridimensional.

13. El método de acuerdo con la reivindicacion 12, donde antes de la etapa de desprendimiento se afiade acido
ascorbico o un derivado del mismo.

14. El método de acuerdo con la reivindicacién 12 o 13, donde durante o antes de la etapa de desprendimiento no se
realiza un tratamiento usando una enzima de degradacion de proteinas.

15. El método de acuerdo con la reivindicacién 12 o 13, donde la macromolécula respondedora a la temperatura es
poli(N-isopropilacrilamida).
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FIG.17

Grupo de tejido protésico de mioblastos

Histologia, Tincidon tricromica de Masson
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FIG.22A
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FIG.22D
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FIG.23A
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FIG.24A
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FIG.25A
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FIG.26A
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FIG.28
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FIG.31

Tasa de supervivencia de las celulas implantadas
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FIG.37

Sin acid
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FiG.38

Con acido ascorbico
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FIG.42
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