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DESCRIPCION
Particulas de células troncales mesenquimatosas
Campo

La presente invencion se refiere a los campos de la biologia del desarrollo, biologia celular, biologia molecular y
genética. Mas particularmente, la invencidn se refiere a exosomas y a procedimientos para obtener exosomas a
partir de células troncales ("stem cells") mesenquimatosas.

Antecedentes

Las células troncales, al contrario que las células diferenciadas, presentan la capacidad de dividirse y
autorrenovarse o diferenciarse en células hija fenotipica y funcionalmente diferentes (Keller, Genes Dev. 19:1129-
1155, 2005; Wobus y Boheler, Physiol. Rev. 85:635-678, 2005; Wiles, Methods in Enzymology 225:900-918, 1993;
Choi et al., Methods Mol. Med. 105:359-368, 2005).

Las células troncales mesenquimatosas (CMM) son células troncales multipotentes con evidencia documentada de
eficacia terapéutica en el tratamiento de lesiones musculoesqueléticas, mejorando la funcién cardiaca en las
enfermedades cardiovasculares y mejorando la gravedad de la EICH (Le Blanc y Pittenger, 2005). Al estar
restringidos al linaje, presentan un potencial limitado aunque robusto de diferenciacion en tipos celulares
mesenquimales, por ejemplo adipocitos, condrocitos y osteocitos, y un riesgo insignificante de formacion de
teratomas. El rechazo inmunolégico del huésped de las CMM trasplantadas se evita rutinariamente mediante el
trasplante autélogo o alogénico. Las CMM pueden aislarse a partir de varios tejidos adultos, incluyendo la médula
6sea (MO), los tejidos adiposos (adp), la sangre del cordén umbilical y expandirse ex vivo.

Las células troncales mesenquimatosas han sido utilizadas en aplicaciones clinicas y preclinicas para tratar una
amplio abanico de enfermedades’?, incluyendo la bioingenieria de tejido musculoesquelético:”4 y las enfermedades
cardiovasculares®®. La capacidad terapéutica de las CMM para tratar un amplio espectro de enfermedades en
aplicaciones clinicas y preclinicas de tratamiento de un amplio abanico de enfermedades [A1, A2], por ejemplo EICH
[A1] en bioingenieria de tejido musculoesquelético [A3, A4] y en enfermedades cardiacas [A5, A6] se ha atribuido a
su potencial de diferenciaciéon en muchos tipos celulares reparadores diferentes.

Sin embargo, la disponibilidad de tejidos para su aislamiento sigue siendo limitativa y requiere procedimientos
invasivos y peligrosos, y la expansion ex vivo de las CMM, aunque significativa, es sin embargo finita. Sin embargo,
la eficiencia de las CMM trasplantadas en la diferenciacién en células reparadoras funcionales en los tejidos u
organos dafios y en numero terapéuticamente relevante nunca ha sido adecuadamente documentada o demostrada.

Algunos informes recientes sugieren que algunos de estos efectos de reparacion podrian estar mediados por
factores paracrinos secretados por las CMM’. Se ha planteado que estos factores estimulan la arteriogénesis
mediante mecanismos paracrinoss, grestan soporte a las criptas de células troncales en el intestinog, protegen frente
a las lesiones isquémicas renales'” “, miocardicas'?"® y de tejido de las extremidades16; apoyan y mantienen la
hematopoyesis”, apoyan la formacién de megacariocitos y proplaquetasw.

Existe una necesidad no satisfecha de una opcién terapéutica a base de CMM lista para usar, a un coste econémico,
con un mejor control de la calidad y consistencia. Es un requisito para la proteccion urgente frente lesiones tales
como los dafios por reperfusion en pacientes con IM agudo.

Sumario

Se describe una particula secretada por una célula troncal mesenquimatosa y que comprende por lo menos una
propiedad biolégica de una célula troncal mesenquimatosa.

Segun un primer aspecto de la presente invencion, es proporcionado un exosoma aislado a partir de una célula
troncal mesenquimatosa y que presenta un tamafo de entre 50 nm y 100 nm determinado mediante microscopia
electronica, comprendiendo el exosoma por lo menos una propiedad biolédgica de una célula troncal
mesenquimatosa.

La propiedad biolégica puede comprender una actividad biolégica de un medio condicionado para células troncales
mesenquimatosas (MC-CMM). La actividad bioldgica puede comprender la cardioproteccion. El exosoma puede ser
capaz de reducir el tamafo del infarto.

La reduccion del infarto puede someterse a ensayo en un modelo de raton o de cerdo de isquemia miocardica y
dafo por reperfusion.

El exosoma puede ser capaz de reducir el estrés oxidativo. La reduccién del estrés oxidativo puede someterse a
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ensayo en un ensayo in vitro de muerte celular inducida por peroxido de hidrogeno (H203).

El exosoma puede contener por lo menos 70% de proteinas en un medio condicionado para células troncales
mesenquimatosas (MC-CMM). Las proteinas pueden seleccionarse de la lista mostrada en la Tabla D1 o E2 o
pueden ser productos génicos de los genes mostrados en la Tabla D2 o que comprenden uno o mas miARN tal
como se muestra en la Tabla E3.

El exosoma puede comprender un complejo de peso molecular>100 kDa. El complejo de peso molecular>100 kDa
puede comprender proteinas de <100 kDa. El exosoma puede comprender un complejo de peso molecular>300
kDa. El complejo de peso molecular>300 kDa puede comprender proteinas de <300 kDa.

El exosoma puede comprender un complejo de peso molecular>1.000 kDa. El tamafio del exosoma puede
determinarse mediante filtracion frente a un filtro de 0,2 um y la concentracién, frente a una membrana con un valor
de corte molecular de 10 kDa.

El exosoma puede comprender un radio hidrodinamico inferior a 100 nm. Puede comprender un radio hidrodinamico
de entre aproximadamente 30 nm y aproximadamente 70 nm. Puede ser de entre aproximadamente 40 nm y
aproximadamente 60 nm, tal como de entre aproximadamente 45 nm y aproximadamente 55 nm. El exosoma de la
célula troncal mesenquimatosa puede comprender un radio hidrodinamico de aproximadamente 50 nm. El radio
hidrodinamico puede determinarse mediante difraccion laser o dispersion dinamica de la luz.

El exosoma puede comprender un lipido seleccionado de entre el grupo que consiste en fosfolipido, fosfatidilserina,
fosfatidilinositol, fosfatidilcolina, shingomielina, ceramidas, glucolipido, cerebrdsido, esteroides y colesterol. La
proporcion de colesterol-fosfolipido peude ser superior a 0,3-0,4 (mol/mol). El exosoma puede comprender una balsa
lipidica.

El exosoma puede ser insoluble en detergente no iénico, preferentemente Triton-X100. En el exosoma las proteinas
de los pesos moleculares indicados podrian permanecer sustancialmente dentro de los complejos de los pesos
moleculares indicados tras el tratamiento del exosoma con un detergente no i6nico.

El exosoma puede ser sensible a la ciclodextrina, preferentemente ciclodextrina 20 mM. El tratamiento con
ciclodextrina del exosoma puede causar una disolucién sustancial de los complejos indicados.

El exosoma puede comprender acido ribonucleico (ARN). El exosoma puede presentar una proporcion de
absorbancias de 1,9 (260:280 nm). El exosoma puede comprender un antigeno de superficie seleccionado de entre
el grupo que consiste en CD9, CD109 y thy-1.

Se describe un procedimiento para producir una particula tal como se ha indicado anteriormente, comprendiendo el
procedimiento el aislamiento de la particula a partir de un medio condicionado para células troncales
mesenquimatosas (MC-CMM).

Segun un segundo aspecto de la presente invencion, es proporcionado un procedimiento para producir un exosoma
tal como se ha indicado anteriormente, comprendiendo el procedimiento: (a) obtener un medio condicionado para
células troncales mesenquimatosas (MC-CMM), (b) concentrar el medio condicionado para células troncales
mesenquimatosas, (c) someter el medio condicionado para células troncales mesenquimatosas concentrado a
cromatografia de exclusién por tamafio, y (d) seleccionar las fracciones absorbentes de UV.

El tamafio puede seleccionarse de entre los tamafos indicados anteriormente.

Se describe ademas un procedimiento para producir una particula tal como se ha indicado anteriormente. El
procedimiento puede comprender la obtencién de un medio condicionado para células troncales mesenquimatosas
(MC-CMM). Puede comprender la concentracién del medio condicionado para células troncales mesenquimatosas.
El medio condicionado para células troncales mesenquimatosas puede concentrarse mediante ultrafiltraciéon a través
de una membrana de >1.000 kDa. El procedimiento puede comprender someter el medio condicionado para células
troncales mesenquimatosas concentrado a cromatografia de exclusion por tamafo. Puede utilizarse una precolumna
TSK SWXL de 6x40 mm o una columna TSK gel G4000 SWXL de 7,8x300 mm. Pueden seleccionarse las fracciones
absorbentes de UV a, por ejemplo, 220 nm, que muestren dispersion dinamica de la luz. La dispersion dinamica de
la luz puede detectarse con un detector de dispersiéon de la luz cuasi-elastico (DDLC). Pueden recogerse las
fracciones que eluyan con un tiempo de retencion de entre 11 y 13 minutos, tal como 12 minutos.

Es proporcionada, segun un tercer aspecto de la presente invencion, una composicion farmacéutica que comprende
un exosoma tal como se ha descrito conjuntamente con un excipiente, diluyente o portador farmacéuticamente
aceptable.

Como cuarto aspecto de la presente invencion, se proporciona el exosoma o composicion farmacéutica
anteriormente descrito para la utilizacién en un procedimiento de tratamiento de una enfermedad.
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Es proporcionada, segun un quinto aspecto de la presente invencion, la utilizacion del exosoma anteriormente
descrito para la preparacion de una composicién farmacéutica para el tratamiento de una enfermedad, en el que la
enfermedad se selecciona de entre el grupo que consiste en:

insuficiencia cardiaca, enfermedad de la médula ésea, enfermedad de la piel, quemaduras y enfermedades
degenerativas tales como la diabetes, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, cancer, infarto de
miocardio, una lesién cutanea, un trastorno dermatolégico, una lesién dermatoldgica, dermatitis, soriasis,
condiloma, verruga, hemangioma, queloide, cancer de piel, dermatitis atépica, enfermedad de Behcet,
enfermedad granulomatosa cronica, linfoma cutaneo de células T, ulceracién, una condicion patolédgica
caracterizada por una lesion inicial inductora de inflamacién y desregulacion inmunolégica que conduce a un
remodelado crénico de los tejidos, incluyendo fibrosis y pérdida de funcion, lesiéon renal isquémica, fibrosis
quistica, sinusitis y rinitis o una enfermedad ortopédica.

El exosoma se ha descrito ademas para la utilizacion como ayuda en la cicatrizacién de heridas, la reduccién de
cicatrices, la formacion de hueso, el injerto 6seo o el trasplante de médula 6sea en un individuo.

El exosoma se ha descrito ademas para la utilizacién (i) en la regulacién de una ruta seleccionada de entre una o
mas cualesquiera de entre las siguientes: regulacion citoesquelética por la GTPasa Rho, el ciclo celular, la ruta de
sefializacidon de integrina, la inflamacién mediada por la ruta de sefializacién de quimiocinas y citocinas, la ruta de
sefializacion del FCF, la ruta de sefalizaciéon del receptor del FCE, la angiogénesis, la cascada activadora del
plasminégeno, la coagulacién sanguinea, la glucolisis, la ruta del ubiquitin-proteasoma, la biosintesis de novo de
purinas, el ciclo de los ATC, la biosintesis de fenilalanina, la biosintesis de hemo, (ii) en la regulacién de procesos,
incluyendo uno o mas cualesquiera de entre los siguientes: estructura y motilidad celulares, estructura celular,
comunicacion celular, motilidad celular, adhesion celular, endocitosis, mitosis, exocitosis, citoquinesis, ciclo celular,
inmunidad y defensa, inmunidad mediada por citocinas/quimocinas, inmunidad mediada por macréfagos, inmunidad
mediada por granulocitos, sefalizacion mediada por ligandos, ruta de sefalizacion mediada por citocinas y
quimiocinas, transduccién de sefales, sefalizacion mediada por proteinas de la matriz extracelular, homeostasis de
factor de crecimiento, ruta de sefializacion de receptor de proteina tirosina cinasa, sefalizacion mediada por
adhesion celular, transduccion de sefiales mediada por receptores de superficie celular, cascada JAK-STAT,
antioxidacion y eliminacion de radicales libres, homeostasis, respuesta al estrés, coagulacién sanguinea, procesos
del desarrollo, desarrollo del mesodermo, desarrollo esquelético, angiogénesis, desarrollo muscular, contraccion
muscular, metabolismo y modificacion de proteinas, proteolisis, pliegue de proteinas, ensamblaje de complejos
proteicos, activacion de aminoacidos, trafico de proteinas intracelulares, reconocimiento y localizacion de otras
proteinas, metabolismo de aminoacidos, biosintesis de proteinas, reaccién de proteina disulfuro isomerasa,
metabolismo de carbohidratos, glucolisis, lanzadera de pentosas fosfato, metabolismo de otros polisacaridos,
metabolismo de purinas, regulacion del metabolismo de fosfatos, metabolismo de vitaminas, biosintesis de
aminoacidos, procesamiento pre-ARNm, regulacién traduccional, procesamiento de ARNm, o (iii) en la provision de
funciones, incluyendo una o mas cualesquiera de las siguientes: molécula de sefalizacién, quimiocina, factor de
crecimiento, citocina, interleucina, otra citocina, matriz extracelular, proteina estructural de matriz extracelular, otra
matriz extracelular, glucoproteina de matriz extracelular, proteasa, metaloproteasa, otras proteasas, inhibidor de
proteasa, inhibidor de metaloproteasa, inhibidor de serina proteasa, oxidorreductasa, deshidrogenasa, peroxidasa,
chaperoén, chaperonina, chaperén de la familia de Hsp70, otros chaperones, sintetasa, sintasa y sintetasa, proteina
de unién a calcio seleccionada, aminoacil-ARNt, sintasa, liasa, isomerasa, otra isomerasa, ATP sintasa, hidratasa,
transaminasa, otra liasa, otro regulador enzimatico, molécula reguladora seleccionada, proteina citoesquelética de
unién a actina, proteina citoesquelética, proteina de unién a actina no motora, actina y proteina relacionada con
actina, anexina, tubulina, molécula de adhesion celular, proteina motora de unién a actina, filamento intermedio,
ribonucleoproteina, proteina ribosémica, factor de traduccidn, otra proteina de unién a ARN, histona, proteina
relacionada con calmodulina, proteina de cubierta vesicular.

En un sexto aspecto de la presente invencidon se proporciona un sistema de transporte dirigido para transportar un
exosoma, que comprende un exosoma tal como se ha indicado anteriormente conjuntamente con un dispensador
operable para transportar el exosoma a una diana.

Se describe ademas la utilizacion de dicho sistema de transporte dirigido en un procedimiento de transporte de una
particula a una diana.

La puesta en practica de la presente invencion utiliza, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales
de quimica, biologia molecular, microbiologia, ADN recombinante e inmunologia, que se encuentran comprendidas
dentro de las capacidades de un experto ordinario en la materia. Dichas técnicas se explican en la literatura. Ver, por
ejemplo, J. Sambrook E. F. Fritsch y T. Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda edicion, libros 1
a 3, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989; Ausubel F.M. et al. (1995 y suplementos periodicos; Current
Protocols in Molecular Biology, cap. 9, 13 y 16, John Wiley & Sons, New York, N.Y.); B. Roe, J. Crabtree y A. Kahn,
DNA Isolation and Sequencing: Essential Techniques, John Wiley & Sons, 1996; J.M. Polak y James O'D. McGee,
Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach, IRL Press, 1990; D.M.J. Lilley y J.E. Dahlberg, Methods of
Enzymology: DNA Structure Part A: Synthesis and Physical Analysis of DNA Methods in Enzymology, Academic
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Press, 1992; Using Antibodies: A Laboratory Manual: Portable Protocol NO. | por Edward Harlow, David Lane, Ed.
Harlow (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1999, ISBN 0-87969-544-7); Antibodies: A Laboratory Manual de Ed
Harlow (editor), David Lane (editor) (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988, ISBN 0-87969-314-2), 1855,
editado por Jane Roskams y Linda Rodgers, Cold Spring Harbor Laboratory, 2002, ISBN 0-87969-630-3.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Tamafio de infarto de miocardio. Fotografias representativas de tinciéon con azul de Evans (azul) y TTC
(rojo) de corazones de cerdos tratados con MNC (A), MC (B) o solucién salina (C).

Se muestran cuantificaciones del tamario del infarto de miocardio como porcentaje del ventriculo izquierdo (VI) y el
area en riesgo (AER) en las figuras D y E, respectivamente. MNC, n=9; MC, n=9; solucién salina, n=8.

Figura 2. Funcion sistdlica local y global. Engrosamiento local de la pared sistdlica evaluado mediante
ecocardiografia del area infartada en cerdos tratados con MNC, MC o solucion salina (A). En la figura B se muestra
la funcion sistélica global, el acortamiento del area fraccional ecocardiografica (AAF). MNC, n=9; MC, n=9; solucion
salina, n=8. *p<0,05 vs. MNC y solucién salina.

Figura 3. Estrés oxidativo. Viabilidad de células MMC en MC o MNC vy tratadas con H>O, (*p<0,05, A). El medio
condicionado protege a las células de la muerte inducida por H>O,. Para evaluar el estrés oxidativo in vivo, se
tineron para 8-OHdG, un producto del estrés oxidativo nuclear, secciones de area infartada de cerdos tratados con
MNC (B), MC (C) o solucién salina (D). La cuantificacién de los nucleos positivos para 8-OHdG se evalud a una
magnificacion de 200x y se ilustra en la figura E. EI MC también reduce el estrés oxidativo in vivo. MNC, n=9; MC,
n=9; solucion salina, n=8.

Figura 4. Sefializacion de FCT-B y apoptosis. inmunotransferencia para SMAD2 fosforilado (A, B) y caspasa 3 activa
(C, D) en cerdos tratados con MNC, MC o solucion salina. Se evalud la beta-tubulina como control de carga y no se
observaron diferencias en la expresién de beta-tubulina entre grupos (E). MNC, n=9; MC, n=9; solucion salina, n=8.

Figura 5. Propiedades de cardioproteccion de las fracciones de MC. Cuantificacién del tamafio de infarto de
miocardio en ratones tratados con solucion salina, fraccion <1.000 kD de MC o MC no fraccionado. El medio
condicionado no fraccionado reduce significativamente el tamafo del infarto de miocardio en comparaciéon con los
animales tratados con solucién salina. Sin embargo, la fraccion <1.000 kDa no, lo que indica que el factor o factores
cardioprotectores son de mayor tamafio que 1.000 kDa. Solucién salina, n=10; <1.000 kD, n=8; no fraccionado,
n=12. *p<0,01 vs. solucién salina.

Figura 6. Un medio quimicamente definido que habia sido condicionado con células CMM-CMEh HUES9.E1 (que no
forman parte de la invencion) durante tres dias se filtr6 a través de un filtro de 0,22 um. El medio condicionado (MC)
se concentré 25 veces mediante filtracion a través de una membrana con un valor de corte de PM de 10 kD. A
continuacion, el MD concentrado se centrifugd a través de una membrana con un valor de corte de PM de 100 kD o
300 kD en una proporcion de filtrado a retenido de 4:1 (v:v). Se cargaron muestras de MC no fraccionado, filirado y
retenido en una proporciéon de volumen de 5:4:1.

Figura 7. Identidad de componentes en el filtrado tras la filtracion a través de una membrana con un valor de corte
de PM de 100 kD. a) Comparacién entre componentes proteicos en filtrado vs. componentes proteicos en el medio
no condicionado (MNC). El medio condicionado (MC), el filtrado tras filtrar el MC a través de una membrana con un
valor de corte de PM de 100 kD (filtrado 100 kD) y el MNC se separaron en un SDS-PAGE. El gel se tifi6 con plata
para visualizar las bandas de proteinas; b) se filtré el MC a través de una membrana de valor de corte de PM de 100
kD para producir una proporcion de retenido a filtrado de 4:1. El retenido, el filtrado y los diferentes complementos
proteicos en el medio quimicamente definido, es decir insulina-transferrina-selenoproteina, FCT2, FCE y FCDP AB
se separaron en un SDS-PAGE. El retenido y el filtrado se cargaron en una proporcién de volimenes de 4:1.

Figura 8. Tamafos relativos de materiales bioldgicos y tamafos de poro en membranas. Reimpresién de Spectrum®©
Laboratory.

Figura 9. AER relativo en ratones tras isquemia/reperfusion. Se indujo infarto de miocardio mediante oclusion del a
arteria coronaria izquierda (ACI) mediante ligacién con sutura durante 30 minutos y se inicio la reperfusion mediante
retirada de la sutura. Cinco minutos antes de la reperfusion los ratones fueron tratados con una inyeccion en la vena
de la cola de 20 yl de CMM-MC no fraccionado (10 a 220 nm), 20 ul de fraccién <100 o 1.000 kD, 4 ul de retenido
>1.000 kD o solucién salina. 24 horas después se extirparon los corazones. Antes de la extirpacion, se determiné el
area en riesgo (AER) mediante religado de la ACI seguido de perfusion con azul de Evans por la aorta. Se definié la
AER como el area no tefiida por el pigmento y se expresa como porcentaje del area de pared de ventriculo
izquierdo.

Figura 10. Efectos del medio condicionado y medio condicionado fraccionado sobre el tamafio relativo del infarto en
ratones tras isquemia/reperfusion. Tras la extirpacion del corazoén, se evalué el tamafio del infarto 24 horas después
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utilizando TTC y se expresa como porcentaje del AER.
Figura 11. Se observaron mediante microscopia electronica entidades fisicas de 50 a 100 nm de diametro.

Figura 12. Fraccionamiento segun tamafo del MC tras el tratamiento con Triton X-100; el MC se traté con Triton X-
100 al 0,5% 6 1,0% (v/v) final durante 30 minutos y después se fraccioné mediante filtracion a través de una
membrana con un valor de corte de PM de 100 kD para generar una proporcion en volumen de filtrado:retenido de
4:1.

Figura 13. Proteinas encontradas en el analisis EM/EM comunes a los exosomas de diferentes tipos celulares™.

Figura 14. Propiedades de cardioproteccion de las fracciones de MC. Cuantificacion del tamafio del infarto de
miocardio en ratones tratados con solucién salina, medio condicionado de HEK293, CMMh-MC no fraccionado, MC
filtrado con valor de corte de peso molecular (VCPM) de 100 kDa, 300 kDa, 500 kDa y 1.000 kDa o MC concentrado
50 veces frente a VCPM de fraccion de 100 kDa del MC o MC no fraccionado.

Figura 15. Inmunoprecipiacén. MC inmunoprecipitado con anti-CD81 o IgG de ratén a modo de control negativo. Se
analizé el inmunoprecipitado y el sobrenadante mediante hibridacién de inmunotransferencia utilizando anticuerpo
contra CD9, Alix, Tsp-1, piruvato cinasa y SOD1.

Figura 16. Ultracentrifugacion del MC. Se concentré el MC cinco veces mediante filtracion a través de una
membrana con un VCPM de 500 kDa. El retenido y MC no filtrado se ultracentrifugaron a 200.000g durante 2 horas.
Se analiz6 el sobrenadante y el sedimento mediante inmunotransferencia para la presencia de CD9. Carriles 1 a 3:
diferentes concentraciones de proteinas del MC. Carriles 4 y 5: el sedimento (P) y el sobrenadante (S) tras
ultracentrifugacion de MC no filtrado. Carril 6: retenido tras la filtracion del MC a través de una membrana con VCPM
de 500 kDa. Carriles 7 y 8: el sedimento (P) y el sobrenadante (S) tras la ultracentrifugacion del retenido. Carril 9:
filtrado tras la filtracion de MC a través de una membrana con VCPM de 500 kDa.

Figura 17. Fraccionamiento en densidad de gradiente de sacarosa. Se preparé un gradiente de densidad de
sacarosa superponiendo 14 capas de soluciones de sacarosa de concentraciones entre 22,8% y 60% (p/v) en un
tubo de centrifuga SW60Ti con la solucién mas concentrada en el fondo del tubo de ultracentrifuga. La muestra se
cargd en el tope del gradiente y se ultracentrifugd durante 16,5 horas a 200.000Xg, a 4°C en un rotor SW60Ti
(Beckman Coulter Inc.). Se recogieron 13 fracciones de tope a fondo del gradiente de sacarosa. SE calculd la
densidad de cada fraccion pesando un volumen fijo de cada fracciéon. A continuacién, se analizaron las fracciones
mediante analisis de inmunotransferencia y se sondearon para piruvato cinasa, CD9, CD81 y SOD1. Se fraccionaron
marcadores de peso molecular de estandares de proteina en un gradiente similar y se indica la distribucién de los
marcadores en las diferentes fracciones del gradiente de sacarosa en la parte inferior de la figura. a) se fraccion¢ el
MC, b) el MC se traté con tampdn de lisis antes del fraccionamiento en el gradiente de sacarosa.

Figura 18. Tripsinizacion del MC. Se digirié el MC con tripsina durante 0, 0,5, 2, 10 y 20 minutos. EI MC parcialmente
digerido se analiz6 para la presencia de CD9 y SOD1.

Figura 19. Analisis del ARN en el MC. (a, b) Se extrajo el ARN de las CMM y del CMM-MC. EI ARN purificado se
desnaturalizé y se separd en un gel de agarosa de glioxal y urea-PAGE, respectivamente. (c) Se traté un volumen
igual de MC con PBS, ciclodextrina, tampdn de lisis o fosfolipasa A2. EI MC no tratado y tratado se extrajo para el
ARN. SE separé el ARN en urea-PAGE. (d) EI ARN del MC se traté con ARNasas Il y el ARN tratado se separ6 en
paralelo con ARN no tratado en un urea-PAGE. El ARN en los geles se visualizd6 mediante tincién con bromuro de
etidio.

Figura 20. Densidad de ARN en el MC. Tras el fraccionamiento del MC, el MC pretratado con tampén de lisis y los
estandares de PM de ARN en una centrifugacion de equilibrio de gradiente de densidad de sacarosa tal como se ha
descrito en la figura 4, se extrajo cada fraccion para el ARN. a) El rendimiento relativo de ARN de cada fracciéon en
cada muestra se dibujo frente al nimero de fraccion. La concentracion relativa se normalizé respecto a la
concentracién de ARN mas alta en cada gradiente, que se fijo arbitrariamente como 100%. b) El ARN extraido de
cada fraccion se separé en un urea-PAGE.

Figura 21. El ARN no se encontraba en los exosomas CD81". La inmunoprecipitaciéon de CD81 que también
precipitd CD9 se llevé tal como se ha descrito en la fig. 2. El inmunoprecipitado y el sobrenadante se extrajeron para
ARN vy los extractos se separaron en un urea-PAGE y se visualizaron mediante tincién con bromuro de etidio.

Figura 22. Andlisis de micromatrices de miARNen el MC. Las muestras de ARN de las MMC y el MC se hibridaron
con los chips de micromatrices que contenian sondas para transcritos de miARNlistados en Sanger miRBase version
10.1. La hibridacién se llevé a cabo utilizando dos réplicas biologicas de cada muestra de ARN. a) Se detectaron 149
miARNen CMM y se detectaron 63 en el MC. De entre ellos, 47 se expresaban a niveles similares tanto en las CMM
como en el CM. Dieciséis se expresaban a un nivel detectable en el MC pero no en las CMM, mientras que no se
detectaron 47 en las CMM pero no en el MC. b) Nivel relativo de exprsién de miARNguia respecto a su
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miARNantiguia basado en la sefial de hibridacién en el chip micromatriz.

Figura 23. Fraccionamiento de HPLC de MC y MNC. Se fraccionaron el MC y el MNC en una HPLC utilizando una
columna BioSep S4000 de 7,8 mm x 30 cm. Los componentes en el MC y el MNC se eluyeron con tampdn fosfato
20 mM con NaCl 150 mM a pH 7,2. El modo de elucion era isocratico y el tiempo de operacion, de 40 minutos. Se
realizé un seguimiento del eluyente con un detector de UV-visible fijo a 220 nm. Se integr6 el % de area bajo cada
pico a partir del detector de UV-visible.

Descripcion detallada

La presente invencion se basa en la demostracion de que las células troncales mesenquimatosas (CMM) derivadas
de CME humanas median en efectos de cardioproteccion mediante los complejos grandes secretados de ~50 a 100
nm de diametro. Por lo tanto, dichos complejos o particulas pueden utilizarse con medios terapéuticos, incluyendo
para la cardioproteccion, en lugar de las células mismas.

Los Ejemplos describen el analisis proteémico de estos complejos, que revela la presencia de proteinas asociadas a
exosomas, por ejemplo CD81, CD9 y Alix, que también coinmunoprecipitan, y de proteinas membranales y
citosolicas que muestran una proteolisis sensible a detergentes consistente con proteinas unidas a membrana y
encapsuladas en membranas, respectivamente.

Los Ejejmplos demuestran ademds otras propiedades de estas particulas o complejos. Se demuestra que las
proteinas de dichas particulas o complejos presentan densidades de sedimentacion independientes del PM de entre
1,016 y 1,215 g/ml que revierten a densidades dependientes del PM con el tratamiento con un tampén de lisis de
membranas. La secrecidon contiene ademas ARN (<300 nt) en vesiculas lipidicas ricas en colesterol. El
fraccionamiento mediante HPLC y los estudios de dispersién dinamica de la luz indican adicionalmente que las
Unicas particulas detectables en la secrecién dentro del intervalo de radio hidrodinamico (rh) de 1 a 1.000 nm
presentaban un rh de entre 45y 55 nm.

Dichas observaciones, conjuntamente con la presencia de lipidos membranales, por ejemplo colesterol,
esfingomielina y fosfatidilcolina, demuestran que los complejos cardioprotectores en la secrecion son exosomas o
vesiculas lipidicas secretadas.

Dichas particulas, complejos o exosomas de células troncales mesenquimatosas, pueden utilizarse para una
diversidad de fines, tales como el tratamiento o la prevenciéon de enfermedades cardiacas o del corazén, tales como
isquemia, inflamacion cardiaca o insuficiencia cardiaca. También pueden utilizarse para la reparacion tras la lesion
por reperfusion.

Particula
Se describe una particula que es derivable de una célula troncal mesenquimatosa (CMM).

La particula puede obtenerse de la CMM mediante cualquiera de entre varios medios, por ejemplo mediante
secrecion, gemacién o dispersion a partir de las CMM. Por ejemplo, la particula puede ser producida, exudada,
emitida o desprendida de la CMM. En el caso de que la CMM se encuentre en cultivo celular, la particula puede
secretarse en el medio de cultivo celular.

La particula puede comprender en particular una vesicula. La particula puede comprender un exosoma. Las
particulas descritas en la presente memoria pueden comprender una o mas cualesquiera de las propiedades de los
exosomas indicadas en la presente memoria.

La particula puede comprender vesiculas o una esfera aplanada limitada por una bicapa lipidica. Las particulas
pueden comprender diametros de entre 40 y 100 nm. Las particulas pueden formarse mediante gemacion interna de
la membrana endosdmica. Las particulas pueden presentar una densidad de entre ~1,13 y 1,19 g/ml y pueden flotar
sobre gradientes de sacarosa. Las particulas pueden enriquecerse en colesterol y esfingomielina, y marcadores de
balsa lipidica tales como GM1, GM3, flotilina y la src proteina cinasa Lyn. Las particulas pueden comprender una o
mas proteinas presentes en las células troncales mesenquimatosas o medio condicionado de células troncales
mesenquimatosas (CMM-MC), tal como una proteina caracteristica o especifica para las CMM o CMM-MC. Pueden
comprender ARN, por ejemplo miARN.

Se describe una particula que comprende uno o mas genes o productos génicos presentes en las CMM o en el
medio que se condiciona mediante cultivo de las CMM. La particula puede comprender moléculas secretadas por las
CMM. Dicha particula, y las combinaciones de cualesquiera de las moléculas comprendidas dentro de la misma,
incluyendo en particular proteinas o polipéptidos, pueden utilizarse para complementar la actividad, o en sustitucion
de las CMM o el medio condicionado con las CMM con el fin de, por ejemplo, tratar o prevenir una enfermedad.

La particula puede comprender una proteina citosolica presente en el citoesqueleto, por ejemplo la tubulina, la actina
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y las proteinas de unién a actina, fusiones de membrana intracelular y proteinas de transporte, por ejemplo anexinas
y proteinas rab, proteinas de transduccién de sefales, por ejemplo proteina cinasas, 14-3-3 y proteinas G
heterotriméricas, enzimas metabdlicos, por ejemplo peroxidasas, piruvato y lipido cinasas, y enolasa-1 y la familia de
tetraspaninas, por ejemplo CD9, CD63, CD81 y CD82. En particular, la particula puede comprender una o mas
tetraspaninas. Las particulas pueden comprender ARNm y/o microARN.

El término "particula" tal como se utiliza en la presente memoria puede considerarse que se refiere a una entidad
discreta. La particula puede ser aislable a partir de una célula troncal mesenquimatosa (CMM) o medio condicionado
de célula troncal mesenquimatosa (CMM-MC). La particula puede ser responsable de por lo menos una actividad de
la CMM o del CMM-MC. La particula puede ser responsable y llevar a cabo sustancialmente la mayoria o la totalidad
de las funciones de la CMM o del CMM-MC. Por ejemplo, la particula puede ser un sustituto (o sustituto bioldgico) de
la CMM o el CMM-MC.

La particula puede utilizarse para cualquiera de los fines terapéuticos para los que pueden utilizarse las CMM o el
CMM-MC.

La particula preferentemente presenta por lo menos una propiedad de una célula troncal mesenquimatosa. La
particula puede presentar una propiedad bioldgica, tal como una actividad biolégica. La particula puede presentar
cualquiera de las actividades biolégicas de una CMM. La particula puede presentar, por ejemplo una actividad
terapéutica o restauradora de una CMM.

Los Ejemplos muestran que los medios condicionados con las CMM (tal como medio condicionado por células
troncales mesenquimatosas o CMM-MC, tal como se describe posteriormente) comprende actividades bioldgicas de
las CMM y son capaces de sustituir a las CMM mismas. Por lo tanto, la propiedad bioldgica o la actividad bioldgica
de una CMM puede corresponder a una propiedad o actividad bioldgica de un medio condicionado de células
troncales mesenquimatosas. De acuerdo con lo anterior, la particula puede comprender una o mas propiedades o
actividades bioldgicas de un medio condicionado por células troncales mesenquimatosas (CMM-MC).

Medio condicionado por célula troncal mesenguimatosa (CMM-MC)

El medio de cultivo celular condicionado puede obtenerse mediante el cultivo de una célula troncal mesenquimatosa
(CMM), un descendiente de la misma o una linea celular derivada de la misma en un medio de cultivo celular, y
aislar el medio de cultivo celular. La célula troncal mesenquimatosa puede producirse mediante un procedimiento
que comprende obtener una célula mediante la dispersion de una colonia de células troncales embrionarias (CME).
La célula, o un descendiente de la misma, puede propagarse en ausencia de cocultivo en un medio sin suero que
comprende FCF2.

Particula de célula troncal mesenquimatosa

La particula puede producirse o aislarse de varias maneras. Dicho procedimiento puede comprender aislar la
particula a partir de una célula troncal mesenquimatosa (CMM). Dicho procedimiento puede comprende aislar la
particula a partir de un medio condicionado por células troncales mesenquimatosas (CMM-MC).

La particula puede aislarse, por ejemplo, separandola de componentes no asociados basandose en cualquier
propiedad de la particula. Por ejemplo, la particula puede aislarse basandose en el peso molecular, el tamafio, la
forma, la composicion o la actividad biolégica.

El medio condicionado puede filtrarse o concentrarse o ambos durante, antes o después de la separacién. Por
ejemplo, puede filtrarse a través de una membrana, por ejemplo una con un valor de corte de tamafio o peso
molecular. Puede someterse a filtracion de flujo tangencial o a ultrafiltracion.

Por ejemplo, puede utilizarse la filtracion con una membrana de un valor de corte adecuado de peso molecular o
tamanio, tal como se indica en la seccién titulada Ensayos de peso molecular, en el presente documento.

El medio condicionado, opcionalmente filtrado o concentrado, o ambos, puede someterse a medios de separacion
adicionales, tales como la cromatografia de columna. Por ejemplo, puede utilizarse la cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC) con diversas columnas. Las columnas puede ser columnas de exclusién por tamafio o columnas
de union.

Puede utilizarse una o mas propiedades o actividades biolégicas de la particula para seguir su actividad durante el
fraccionamiento del medio condicionado por células troncales mesenquimatosas (CMM-MC). A titulo de ejemplo,
puede utilizarse la dispersion luminica, el indice refractivo, la dispersién dindamica de la luz o los detectores de UV-
visible, para el seguimiento de las particulas. Por ejemplo, puede utilizarse una actividad terapéutica, tal como la
actividad de cardioproteccion, para seguir la actividad durante el fraccionamiento.

Los parrafos siguientes proporcionan un ejemplo especifico de como puede obtenerse una particula de célula troncal
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mesenquimatosa, tal como un exosoma.

Puede producirse una particula de célula troncal mesenquimatosa mediante el cultivo de células troncales
mesenquimatosas en un medio con el fin de condicionarlo. El medio puede comprender DMEM. El DMEM puede no
incluir rojo fenol. EI medio puede complementarse con insulina, transferrina o selenoproteina (ITS), o cualquier
combinacién de los mismos. Puede comprender FCF2. Puede comprender FCDP AB. La concentracion de FCF2
puede ser de aproximadamente 5 ng/ml de FCF2. La concentracion de FCDP AB puede ser de aproximadamente 5
ng/ml. El medio puede comprender glutamina-penicilina-estreptomicina o b-mercaptoetanol, o cualquier combinacion
de los mismos.

Las células pueden cultivarse durante aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 dias o mas, por ejemplo 3 dias. El
medio condicionado puede obtenerse mediante la separacion de las células respecto del medio. El medio
condicionado puede centrifugarse, por ejemplo a 500xg, puede concentrarse mediante filtracion a través de una
membrana. La membrana puede comprender una membrana de >1.000 kDa. El medio condicionado puede
concentrarse aproximadamente 50 veces o mas.

El medio condicionado puede someterse a cromatografia liquida, tal como HPLC. El medio condicionado puede
separarse mediante exclusion por tamafo. Puede utilizarse cualquier matriz de exclusiéon por tamano, tal como
sefarosa. A titulo de ejemplo, puede utilizarse una precolumna TSK SWXL de 6x40 mm o una columna TSK gel
G4000 SWXL de 7,8x300 mm. El tampdn eluyente puede comprender cualquier medio fisiolégico, tal como solucion
salina. Puede comprender tampén fosfato 20 mM con NaCl 150 mM, pH 7,2. El sistema cromatografico puede
equilibrarse a un caudal de 0,5 ml/min. El modo de elucién puede ser isocratico. Puede utilizarse la absorbancia de
UV a 220 nm para realizar el seguimiento del avance de la elucidn. Las fracciones pueden examinarse para la
dispersién dinamica de la luz (DDL) utilizando un detector de dispersién cuasi-elastica de la luz (DDCL).

Las fracciones en las que se observa dispersion dinamica de la luz pueden conservarse. Por ejemplo, una fraccion
que se produce mediante el procedimiento general descrito anteriormente y que eluye con un tiempo de retencion de
11 a 13 minutos, tal como 12 minutos, se encuentra que muestra dispersion dinamica de la luz. El r, de las particulas
en este pico es de aproximadamente 45 a 55 nm. Dichas fracciones comprenden particulas de células troncales
mesenquimatosas, tales como exosomas.

Propiedades de las particulas

Las propiedades de una célula troncal mesenquimatosa pueden comprender una propiedad de un medio
condicionado por una célula troncal mesenquimatosa (CMM-MC). Los procedimientos para producir dicho medio
condicionado por células troncales mesenquimatosas se describen en la presente memoria y se ilustran en, por
ejemplo, el Ejemplo 1, a continuacion.

La propiedad puede comprender una propiedad bioldgica, tal como una actividad biologica. Entre los ejemplos de
actividades bioldgicas se incluyen la cardioproteccion, la reduccion del estrés oxidativo y la reduccién del tamafio del
infarto.

Cardioproteccion

La particula puede presentar una propiedad de las células troncales mesenquimatosas y/o del medio condicionado
por las células troncales mesenquimatosas (CMM-MC) que comprende la cardioprotecciéon. La cardioproteccion
puede comprender la restauracién o el mantenimiento de la funcién cardiaca durante la isquemia y/o la reperfusion.

Ensayo de cardioproteccién

La cardioproteccion puede someterse a ensayo, por ejemplo, utilizando uno o mas cualesquiera de los
procedimientos descritos en los Ejemplos 5, 10, 14 y 20.

Estrés oxidativo
La particula puede presentar una propiedad de las células troncales mesenquimatosas y/o del medio condicionado
por las células troncales mesenquimatosas (CMM-MC) que comprende la capacidad de reducir el estrés oxidativo (o

citoproteccion).

Ensayo de estrés oxidativo

La reduccioén del estrés oxidativo puede someterse a ensayo, por ejemplo, utilizando un ensayo in vitro de muerte
celular inducida por perodxido de hidrégeno (H202). En resumen, se indujo estrés oxidativo mediado por peroxido de
hidrégeno (H202) en células CME leucémicas humanas y se realizé un seguimiento de la viabilidad celular mediante
exclusidon de azul Tripan. Se incubaron células CME leucémicas humanas con particulas, medio condicionado o
células troncales mesenquimatosas (con solucién salina como control) y se trataron con H>O» 50 uM para inducir
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estrés oxidativo. Se evalu¢ la viabilidad celular utilizando exclusion de azul tripan 12, 24, 36 y 48 horas después del
tratamiento de H205.

La reduccion del estrés oxidativo puede someterse a ensayo adicionalmente utilizando un ensayo in vivo de
oxidacion del ADN. El estrés oxidativo in vivo también puede someterse a ensayo de la manera siguiente. Se tratan
cerdos con las particulas, medio condicionado o células troncales mesenquimatosas (con solucién salina como
control). Se obtiene secciones de tejido de corazén de cerdo. Se cuantificd el estrés oxidativo nuclear en las
secciones de tejido de cerdos tratados y no tratados, mediante inmunotincion de 8-OHdG para ADN oxidado. Las
secciones de tejido se sometieron a ensayo para tincion nuclear intensa, indicativa de oxidacion del ADN y estrés
oxidativo.

Tamario del infarto
Las particulas pueden presentar una propiedad de las células troncales mesenquimatosas y/o del medio
condicionado por células troncales mesenquimatosas (CMM-MC) que comprende la capacidad de reducir el tamafio

del infarto.

Ensayo del tamafio de infarto

El tamafio del infarto puede someterse a ensayo, por ejemplo, utilizando uno o mas cualesquiera de los
procedimientos descritos en los Ejemplos 6 y 13.

Peso molecular de las particulas

Las particulas pueden presentar un peso molecular superior a 100 kDa. Pueden presentar un peso molecular
superior a 500 kDa. Por ejemplo pueden presentar un peso molecular superior a 1.000 kDa.

El peso molecular puede determinarse por diversos medios. En principio, el peso molecular puede determinarse
mediante fraccionamiento por tamafio y filtracién a través de una membrana con el valor de corte de peso molecular
relevante. A continuacién, puede determinarse el tamafio de particula siguiendo la segregacion de las proteinas
componentes mediante SDS-PAGE o mediante un ensayo biolégico.

Ensayo de peso molecular mediante SDS-PAGE

Las particulas pueden presentar un peso molecular superior a 100 kDa. Por ejemplo, las particulas pueden ser tales
que la mayoria de proteinas de las particulas con peso molecular inferior a 100 kDa se segreguen en la fracciéon de
retenido de peso molecular superior a 100 kDa al someterlas a filtracion. De manera similar, al someterlas a filtracion
con una membrana de valor de corte de 500 kDa, la mayoria de proteinas de las particulas con un peso molecular
inferior a 500 kDa pueden segregarse en la fraccion de retenido de peso molecular superior a 500 kDa. Lo anterior
indica que la particula puede presentar un peso molecular superior a 500 kDa.

Ensayo de peso molecular a partir de la actividad biolégica

Las particulas pueden presentar un peso molecular superior a 1.000 kDa. Por ejemplo, las particulas pueden ser
tales que al someterlas a filtracion con una membrana con un corte de peso molecular de 1.000 kDa, la actividad
biolégica relevante se mantenga sustancial o predominantemente en la fraccion de retenido. Alternativamente o
adicionalmente, la actividad biolégica puede encontrarse ausente en la fraccidon de filtrado. La actividad bioldgica
puede comprender cualquiera de las actividades biolégicas de las particulas descritas en el presente documento.

Ensayo de peso molecular a partir del tamafio de infarto

Por ejemplo, la actividad biolégica puede comprender la reduccion del tamafio de infarto, sometida a ensayo en
cualquier modelo adecuado de isquemia de miocardio y dafio por reperfusion. Por ejemplo, la actividad bioldgica
puede someterse a ensayo en un modelo de ratén o cerdo, tal como se describe en los Ejemplos.

En resumen, se induce isquemia miocérdica mediante oclusién durante 30 minutos de la arteria coronaria izquierda
(ACIl) mediante ligacidn con sutura y se inicia la reperfusion mediante retirada de la sutura. Se tratan los ratones con
liquido que contiene las particulas (tal como CMM-MC no fraccionado), filirado (tal como fraccion <100 6 1.000 kD),
retenido (tal como retenido de >1.000 kD) o solucién salina por via intravenosa por la vena de la cola, 5 minutos
antes de la reperfusion, 24 horas después, se extirpan los corazones. Antes de la extirpacion, se determina el area
en riesgo (AER) mediante religado de la ACl y se perfunde después azul de Evans por la aorta.

Se define el AER como el area no tefiida por el pigmento y se expresa como porcentaje del drea de la pared
ventricular izquierda. Se evalué el tamafio del infarto 24 horas después utilizando azul de Evans y TTC. En el caso
de que el tamafo relativo de infarto se reduzca significativamente en los animales tratados con medio condicionado
de células troncales mesenquimatosas (CMM-MC) y la fraccidon de retenido (tal como >1.000 kD) en comparacién
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con solucién salina, ello indica que las particulas presentan un peso molecular que es superior al valor de corte
relevante de la membrana (por ejemplo superior a 1.000 kDa).

Tamario de particula

La particula puede presentar un tamafio superior a 2 nm. La particula puede presentar un tamarfio superior a 5 nm,
10 nm, 20 nm, 30 nm, 40 nm 6 50 nm. La particula puede presentar un tamafo superior a 100 nm, tal como superior
a 150 nm. La particula puede presentar un tamafio de sustancialmente 200 nm o superior.

La particula o particulas pueden presentar un intervalo de tamanios, tal como de entre 2 y 20 nm, de entre 2 y 50 nm,
de entre 2 y 100 nm, de entre 2 y 150 nm o de entre 2 y 200 nm. La particula o particulas pueden presentar un
tamafio de entre 20 y 50 nm, de entre 20 y 100 nm, de entre 20 y 150 nm o de entre 20 y 200 nm. La particula o
particulas pueden presentar un tamario de entre 50 y 100 nm, de entre 50 y 150 nm o de entre 50 y 200 nm. La
particula o particulas pueden presentar un tamafio de entre 100 y 150 nm o de entre 100 y 200 nm. La particula o
particulas pueden presentar un tamafio de entre 150 y 200 nm.

El tamafo puede determinarse por diversos medios. En principio, el tamafo puede determinarse mediante
fraccionamiento por tamafio vy filtracion a través de una membrana con el valor de corte por tamafio relevante. A
continuacion puede determinarse el tamafio de las particulas siguiendo la segregacion de las proteinas componente
mediante SDS-PAGE o mediante un ensayo bioldgico.

El tamafio también puede determinarse mediante microscopia electrénica, tal como se indica en el Ejemplo 21.

El tamaifo puede comprender un radio hidrodinamico. El radio hidrodinamico de la particula puede ser inferior a 100
nm. Puede ser de entre aproximadamente 30 y aproximadamente 70 nm. El radio hidrodinamico puede ser de entre
aproximadamente 40 nm y aproximadamente 60 nm, tal como de entre aproximadamente 45 nm y aproximadamente
55 nm. El radio hidrodinamico puede ser de aproximadamente 50 nm.

El radio hidrodinamico de la particula puede determinarse por cualquier medio adecuado, por ejemplo difraccion
laser o dispersion dindmica de la luz. Un ejemplo de un procedimiento de dispersién dindmica de la luz para
determinar el radio hidrodinamica se describe en el Ejemplo 33, posteriormente.

Composicion

La particula puede comprender una o mas proteinas secretadas por una célula troncal mesenquimatosa. La
particula puede comprender una o mas proteinas presentes en medio condicionado por células troncales
mesenquimatosas (CMM-MC).

Por ejemplo, la particula puede comprender 10% o mas, 20% o mas, 30% o mas, 40% o mas, 50% o mas, 60% o
mas 6 70% o mas de dichas proteinas. La particula puede comprender sustancialmente aproximadamente 75% de
dichas proteinas. Las proteinas pueden definirse haciendo referencia a una lista de proteinas o productos génicos
de una lista de genes.

Proteinas

Las proteinas pueden seleccionarse de entre las indicadas en la Tabla D1, a continuacién. La Tabla D1 comprende
las proteinas siguientes, numeradas de 1 a 250, asi como las "proteinas con funciones no identificadas", en los
parrafos a continuacion:

1. IP100021428 actina alfa, musculo esquelético, 2. IPI00414057, actina alfa 1, proteina del musculo
esquelético; 3. IPI00008603, actina, musculo liso adrtico; 4. IPI00021439, actina, citoplasmatica 1; 5.
IP100023006, actina, cardiaca alfa; 6. IPI00021440, actina, citoplasmatica 2; 7. IPI00025416, actina,
musculo liso gamma-entérico; 8. IPI00479925, agrina; 9. IPI00015102, precursor del antigeno CD166; 10.
IP100007423, miembro B de la familia 32 de fosfoproteina nuclear acida rica en leucina; 11. IPI00413331,
proteina de 36 kDa; 12. IPI00412577, proteina de 34 kDa; 13. IPI00413506, proteina de 33 kDa; 14.
IPI00418169, proteina hipotética DKFZp686P03159; 15. IPI00003815 inhibidor 1 de disociacion de GDP
Rho; 16. IPI00004656 precursor de inmunoglobulina beta-2; 17. IPI00218042 isoforma de procesamiento
BMP1-5 del precursor de la proteina morfogenética ésea 1; 18. IPI00009054 isoforma de procesamiento
BMP1-3 del precursor de la proteina morfogenética ésea 1; 19. IPI00014021 isoforma de procesamiento
BMP1-1 del precursor de la proteina morfogenética ésea 1; 20. IPI00218040 isoforma de procesamiento
BMP1-4 del precursor de la proteina morfogenética 6sea 1; 21. IPI00006980 proteina C140rf166; 22.
IPI00296165  precursor de  subcomponente C1ir del complemento;  23. IP100152540
OTTHUMPO00000016748; 24. IPI00305064 isoforma de procesamiento CD44 del precursor del antigeno
CD44; 25. IPI00297160 proteina hipotética DKFZp451K1918; 26. IPI00293539 isoforma de procesamiento
2 del precursor de la cadherina-11; 27. IPI00304227 forma de procesamiento 1 del precursor de la
cadherina-11; 28. IP100386476 cadherina-11, tipo 2, preproteina de isoforma 1; 29. IPI00024046 precursor
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de la cadherina-13; 30. IP100290085 precursor de cadherina neural; 31. IPI00029739 isoforma de
procesamiento 1 de precursor de factor H del complemento; 32. IPI00012011 cofilina, isoforma no muscular;
33. IPI00007257 calsintenina 1 isoforma 2; 34. IP100218539 isoforma de procesamiento B de precursor de
la cadena alfa-1(XI) del colageno; 35. IPI00477350 colageno, tipo XI, alfa 1; 36. IP100329573 isoforma de
procesamiento larga de precursor de la cadena alfa-1(XIl) del colageno; 37. IP100221384 isoforma de
procesamiento corta del precursor de la cadena alfa-1(XIl) del colageno; 38. IPI00400935 precursor de la
cadena alfa-I(XVI) del colageno; 39. IPI00297646 precursor de la cadena alfa-1(l) del colageno; 40.
IP100164755 precursor de prepro-alfa2(l) del colageno; 41. IPI00304962 precursor de la cadena alfa-2(1) del
colageno; 42. IPI00021033 precursor de la cadena alfa-I(lll) del colageno; 43. IPI00167087 proteina
COL3A1; 44. IPI0001034 precursor de la cadena alfa-1(1V) del colageno; 45. IPI00479324 preproteina de
coladgeno alfa2 tipo IV; 46. IPI00306322 precursor de cadena alfa-2(1V) del colageno; 47. IPI00303313
precursor de la cadena alfa-1(V) del colageno; 48. IPI00477611 proteina de 184 kDa; 49. IP100293881
proteina COL5A2; 50. IPI00018279 precursor de la cadena alfa-3(V) del coldgeno; 51. IP100291136
precursor de la cadena alfa-1(VI) del coldgeno; 52. IPI00304840 isoforma de procesamiento 2C2 del
precursor de la cadena alfa-2(VI) del colageno; 53. IP100220613 isofrma de procesamiento 2C2A del
precursor de la cadena alfa-2(VI) del colageno; 54. IP100022200 precursor de alfa 3 de la isoforma del
colageno tipo VI; 55. IPI00072918 precursor de alfa 3 de la isoforma 4 del colageno tipo VI; 56.
IP100072917 precursor de alfa 3 de la isoforma 3 del colageno tipo VI; 58. IPI00021828 cistatina B; 59.
IP100007778 precursor de la di-N-acetilquitobiasa; 60. IPI00295741 precursor de la catepsina B;

IP100299219 precursor de la proteina CYRG61; 62. IPI00514900 proteina de 42 kDa; 63: IPI00333770 similar
a Dedicator de proteina 10 de citoquinesis; 64. IPI00478332 similar a Dedicator de proteina 9 de
citoquinesis; 65. IPI00000875 factor 1-gamma de alargamiento; 66. IPI00465248 alfa-enolasa; 67.
IPI00013769 alfa-enolasa, especifica pulmonar; 68. IPI00216171 gamma-enolasa; 69. IP100218803
isoforma de procesamiento B del precursor de la fibulina-1; 70. IP100296537 isoforma de procesamiento C
del precursor de la fibulina-1; 71. IPI00328113 precursor de la fibrilina-1; 72. IPI00019439 precursor de la
fibrilina-2; 73. IPI00385645 isoforma de procesamiento 2 del precursor del factor de crecimiento fibroblastico
17; 74. 1PI00216602 isoforma de procesamiento 5 del precursor del receptor 2 de factor de crecimiento
fibroblastico; 75. IP100216604 isoforma de procesamiento 8 del precursor del receptor 2 de factor de
crecimiento fibroblastico; 76. IPI00034099 proteina hipotética FLJ21918; 77. IPI00333541 filamina-A; 78.
IPI00302592 filamina A, alfa; 79. IP100339227 proteina hipotética DKFZp68601166; 80. 1PI00414283
precursor de fibronectina (FN) (globulina insoluble en frio) (GIF). Isoforma de procesamiento 3; 81.
IP100339225 isoforma de procesamiento 5 del precursor de la fibronectina; 82. IPI00339319 isoforma de
procesamiento 11 del precursor de la fibronectina; 83. IPI00556632 isoforma de procesamiento 12 del
precursor de la fibronectina; 84. IPI00411462 proteina hipotética DKFZp686B18150; 85. IP100029723
precursor de proteina 1 relacionada con la folistatina; 86. IPI00005401 polipéptido N-
acetilgalactosaminiltransferasa 5; 87. IP100219025 glutarredoxina-1; 88. IP100171411 fosfoproteina 2 del
Golgi; 89. IPI00026314 precursor de la gelsolina;

IP100219757 glutation-S-transferasa P; 91. IPI00027569 ribonucleoproteina heterogénea nuclear 1 grupo C;
92. IP100003881 proteina HNRPF; 93. IPI00442294 isoforma de procesamiento 1 del precursor de la
neurotrimina; 94. IPI00003865 isoforma de procesamiento 1 de la proteina cognada de choque térmico de
71 kDa; 95. IPI00037070 isoforma de procesamiento 2 de la proteina cognada de choque térmico de 71
kDa; 96. IPI00220362 proteina de choque térmico de 10 kDa, mitocondrial; 97. IPI00024284 precursor de la
proteina de nucleo proteoglicano heparan-sulfato especifica de la membrana basal; 98. IP100297284
precursor de la proteina 2 de unién al factor de crecimiento similar a la insulina; 99. IPI00297284 precursor
de la proteina 2 de union al factor de crecimiento similar a la insulina; 100. IP100029236 precursor de la
proteina de unién 5 del factor de crecimiento similar a la insulina; 101. IPI00029236 precursor de la proteina
de unién 5 del factor de crecimiento similar a la insulina; 102. 1P100029235 precursor de la proteina de
union 6 del factor de crecimiento similar a la insulina; 103. IP100029235 precursor de la proteina de union 6
del factor de crecimiento similar a la insulina; 104. IPI00016915 precursor de la proteina de unién 7 del
factor de crecimiento similar a la insulina; 105. IPI00016915 precursor de la proteina de unién 7 del factor
de crecimiento similar a la insulina; 106. IPI00328163 proteina K-alfa-1; 107. IPI00021396 precursor del
receptor 2 del factor de crecimiento vascular endotelial; 108. IPI00298281 precursor de la cadena gamma-1
de la laminina; 109. 1PI00219219 galectina-1; 110. IP100023673 precursor de la proteina de unién a la
galectina-3; 111. IP100021405 isoforma de procesamiento A de la lamina-A/C; 112. IPI00216953 isoforma
de procesamiento ADelta10 de la lamina-A/C; 113: IP100180173 PREDICCION: similar a la tropomiosina 4;
114. 1PI00401614 PREDICCION: similar a FKSG30; 115. IPI00374397 PREDICCION: similar a la
tropomiosina 14; 116. IP100374732 PREDICCION: similar a la proteina PPIA; 117. 1P100402104
PREDICCION: similar a la isoforma 1 de la peptidilprolil-isomerasa A; ciclofilina A; peptidil-pro; 118.
IP100455415 PREDICCION: similar a la ribonucleoproteina heterogénea-nuclear de grupo C dJ845024.4;
119. IPI00454722 PREDICCION: similar a la proteina de unién a fosfatidiletanolamina; 120. IP100454852
PREDICCION: similar al factor 1 de crecimiento derivado de teratocarcinoma;

IP100002802 precursor de la proteina lisina 6-oxidasa; 122. IPI00410152 isoforma LTBP-1L de la proteina
de unién 1 del factor beta de crecimiento transformante latente; 123. IP100220249 precursor de la isoforma
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1L de la proteina de unién beta del factor de crecimiento transformante latente; 124. IP100220249 precursor
de isoforma 1L de la proteina de unién del factor beta de crecimiento transformante latente; 125.
IP100410152 isoforma LTBP-1L de la proteina 1 de unién del factor beta de crecimiento transformante
latente; 126. IPI00020986 precursor del lumican; 127. IPI00291006 malato deshidrogenasa, precursor
mitocondrial; 128. IPI00005707 precursor del receptor 2 de manosa de macréfagos; 129. IP100020501
miosina-11; 130. IPI00019502 miosina-9; 131. IP100604620 nucleolina; 132. IPI00220740 isoforma de
procesamiento 2 de la nucleofosmina; 133. IP100219446 proteina de unién a fosfatidiletanolamina; 134.
IP100299738 precursor del intensificador 1 de la procolageno endopeptidasa C; 135. IPI00015902 precursor
del receptor del factor de crecimiento beta derivado de plaquetas; 136. IPI00216691 profilina-1; 137.
IP100169383 fosfoglicerato-cinasa 1; 138. IPI00219568 fosfoglicerato-cinasa, especifica de testiculo; 139.
IP100296180 precursor del activador del plasminégeno de tipo urocinasa; 140. IP100215943 isoforma de
procesamiento 3 de la plectina 1; 141. IP100215942 isoforma de procesamiento 2 de la plectina 1; 142.
IPI00014898 isoforma de procesamiento 1 de la plectina 1; 143. IPI00398777 plectina 1 isoforma 8; 144.
IPI00398776 plectina 1 isoforma 7; 145. IPI00186711 plectina 1 isoforma 6; 146. IPI00420096 plectina 1
isoforma 3; 147. IPI00398779 plectina 1 isoforma 11; 148. IPI00398778 plectina 1 isoforma 10; 149.
IP100398002 plectina 1 isoforma 1; 150. IPI00419585 peptidil-prolil cis-trans isomerasa A;

IP100472718 isoforma 2 de la peptidil-prolil isomerasa A; 152. IPI00000874 peroxirredoxina-1; 153.
IP100024915 peroxirredoxina-5, precursor mitocondrial; 154. IPI00375306 precursor de la peroxirredoxina 5,
isoforma b; 155. IPI00012503 isoforma de procesamiento Sapmu-0 del precursor del polipéptido
proactivador; 156. IPI00374179 isoforma 2 de la subunidad 1 activadora del proteasoma; 157. IPI00030154
subunidad 1 del complejo activador del proteasoma; 158. IPI00168812 precursor de la isoforma d de la
proteina tirosina cinasa 7 PTK7; 159. IPI00419941 precursor de la isoforma a de la proteina tirosina cinasa
7 PTK7; 160. IPI00003590 quiescina Q6, isoforma a; 161. IPI00015916 factor de crecimiento derivado de
hueso (fragmento); 162. IPI00015916 factor de crecimiento derivado de hueso; 163: 1PI00298289 isoforma
de procesamiento 2 de Reticulon-4; 164. IPI00021766 isoforma de procesamiento 1 de Reticulon-4; 165.
IP100013894 calgizzarina; 166. IPI00010402 proteina hipotética; 167. IP100218733 superdxido dismutasa;
168. IP100014572 precursor de SPARC; 169. IPI00005614 isoforma de procesamiento larga de cadena beta
de la espectrina, cerebral 1; 170. IPI00008780 precursor de la estaniocalcina-2; 171. IPI00301288 proteina
SEL-OB; 172. IP100216138 transgelina; 173. IPI00018219 precursor de proteina ig-h3 inducida por factor
beta de crecimiento transformante; 174. IPI00304865 factor de crecimiento transformante, receptor beta lll;
175. IP100296099 precursor de la trombospondina-1; 176. IPI00032292 precursor del inhibidor 1 de
metaloproteinasa; 177. IPI00027166 precursor del inhibidor 2 de metaloproteinasa; 178. IP100220828
timosina beta-4; 179. IP100180240 proteina 3 similar a timosina;

IP100299633 OTTHUMPO00000031270 (fragmento); 181. IPI00465028 variante de triosafosfato isomerasa 1
(fragmento); 182. 1PI00451401 isoforma de procesamiento 2 de la triosafosfato isomerasa; 183.
IPI00010779 tropomiosina 4; 184. IPI00216975 isoforma de procesamiento 2 de la cadena alfa-4 de
tropomiosina; 185. IPI00180675 cadena alfa-3 de la tubulina; 186. IPI00218343 cadena alfa-6 de la
tubulina; 187. IP100216298 tiorredoxina; 188. IP100472175 CDNA FLJ46672 fis, clon TRACH3009008,
altamente similar a la tiorredoxina reductasa; 189. IPI00450472 enzima E2I de conjugacién con ubiquitina;
190. IPI00018352 isozima L1 de ubiquitin hidrolasa carboxilo-terminal; 191.IP100010207 precursor del
modificador 1 de pliegue de ubiquitina; 192. IPI00260630 URB; 193. IPI00021263 14-3-3 proteina
zeta/delta; 194. IP100642991 proteina hipotética DKFZp686F10164; 195. IPI00470919 proteina hipotética
DKFZp686K08164; 196. IPI007198088 precursor alfa 1 del colageno, tipo VI; 197. IPI00645849 proteina 1
de matriz extracelular; 200. IPI00554786 tiorredoxina reductasa 1; 201. IPI00645018 activador del
plasmindgeno, urocinasa; 202. IP100552339 inhibidor tisular de la metaloproteinasa-1; 203. IPI00642997
actina, citoplasmatica 2; 204. IP100719778 similar a la anexina A2; 205. IPI00647915 transgelina-2; 206.
IPI00552815 colageno, tipo V, alfa 1; 207. IPI00552981 CDNA PSEC0266 fis, clon NT2RP3003649,
altamente similar al ARNm de la fibulina-1D de Homo sapiens; 208. IPI00180766 proteina de 29 kDa; 209.
IP100552416, cadena alfa de la filamina A;

IP100640698 actina, musculo liso gamma-entérico; 211. IPI00514530 cadena alfa-1 de la actina, musculo
esquelético; 212. IPI00556442 variatne de la proteina de unién 2 del factor de crecimiento similar a la
insulina (fragmento); 213. IPI00513782 gelsolina; 214. IPI00478731 proteina de 29 kDa; 215. IP100396479
proteina de 24 kDa; 216. IP100334627 proteina de 39 kDa; 217. IPI00555762 variante de isoforma a de la
proteina tirosina cinasa 7 PTK7 (fragmento); 218. IPI00658202 proteina de 97 kDa; 219. IPI00006273
proteina CYR61; 220. IPI00719405 proteina TMSL6; 221. IPI00658096 timosina beta-4; 222. IP100376163
proteina de 5 kDa; 223. IPI00556217 variante de lafibrilina 1 (fragmento); 224. IPI00514817 proteina similar
a la lamina A/C; 225. IP100644087 progerina; 226. IPI00655812 antigeno del rabdomiosarcoma MU-RMS-
40.12; 227. IPI00604517 proteina similar a la nuclcolina; 228. 1PI00444262 CDNA FLJ45706 fis, clon
FEBRA2028457, altamente simila a la nucleolina; 229. IP100412473 proteina; 230: IPI00414489 proteina;
231. IP100411463 proteina; 232. IPI00556415 variante de la transgelina (fragmento); 233. IPI00718825
calmodulina; 234. IP100478156 proteina de 17 kDa; 235. IPI00386621 proteina CALM3; 236. IPI00647001
proteina acida; 237. IP100642650 proteina similar al precursor de la estaniocalcina-2; 238. IPI00641471
proteina similar al colageno; 239: IPI00514669 proteina 3 similar a la proteina rica en acido glutamico de
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unioén al dominio SH3; 240. IP100719422 triosafosfato isomerasa (fragmento); 241. IPI00003734 proteina
putativa S100 de unién al calcio H_NH0456N16.1; 242. IPI00029571 proteina de 11 kDa; 243. IPI00641047
gelsolina; 244. IP100647556 gelsolina; 245. IP100654821 proteina hipotética LOC54845, isoforma 1; 246.
IPI00647572 precursor de la proteina-3 relacionada con Dickkopf; 247. IPI00639879 proteina similar a la
proteina de citoquinesis sepA; 248. IPI00657746 proteina similar a Dedicator de proteina de citoquinesis 8;
249. IP100555993 variante del receptor 3 del factor de crecimiento vascular endotelial; 250. 1PI00552545
Dedicator de la proteina de citoquinesis 8.

Proteinas con funciones no identificadas: IPI00642991 proteina hipotética DKFZp686F10164; IPI00470919 proteina
hipotética DKFZp686K08164; IPI00654685 similar al precursor de SPARC; IPI00719778 proteina similar a la anexina
A2; IP100552981 CDNA PSECO0266 fis, clon NT2RP3003649, altamente similar al ARNm de la fibulina-1D de Homo
sapiens; IPI00180776 proteina de 29 kDa; IPI00478731 proteina de 29 kDa; IP100396479 proteina de 24 kDa;
IPI00334627 proteina de 39 kDa; IP100658202 proteina de 97 kDa; IPI00376163 proteina de 5 kDa; IP100514817
proteina similar a la lamina A/C; IPI00644087 progerina; IP100655812 antigeno del rabdomiosarcoma MU-RMS-
40.12; IPI00604517 proteina similar a la nucleolina; 1P100444262 CDNA FLJ45706 fis, clon FEBRA2028457,
altamente similar a la nucleolina; 1P100412473 proteina; 1P100414489 proteina; IPI00411463 proteina; IPI00478156
proteina de 17 kDa; IP100386621 proteina CALM3; IPI00647001 proteina acida; IPI00642650 precursor de proteina
similar a la estaniocalcina-2; IPI00641471 proteina similar al colageno; IPI00514669 proteina 3 similar a la proteina
rica en &acido glutamico de uniéon al dominio SH3; IPI00003734 proteina putativa S100 de unién al calcio
H_NHO0456N16.1; IP100029574 proteina de 11 kDa; IPI00654821 proteina hipotética LOC54845 isoforma 1;
IP100647572 precursor de la proteina-3 relacionada con Dickkopf; IPI00639879 proteina similar a la proteina de
citoquinesis sepA; IPI00657746 proteina similar a Dedicator de proteina de citoquinesis 8; IPI00555993 variante del
receptor 3 del factor de crecimiento vascular endotelial.

Productos génicos

Las proteinas pueden seleccionarse de entre los productos génicos de los genes indicados en la Tabla D2, a
continuacién. La Tabla D2 comprende los genes siguientes en los parrafos indicados a continuacion:

ACTA1, COL5A2, HSPAS8, PSAP, ACTA2, COL5A3, HSPE1, PSME1, ACTB, COL6A1, HSPG2, PTK7, ACTC,
COL6A2, IGFBP2, QSCNG6, ACTG1, COL6A3, IGFBP5, RTN4, ACTG2, CSTB, IGFBP6, S100A1, AGRN, CTBS,
IGFBP7, SH3BGRL3, ALCAM, CTSB, K-ALFA-1, SOD1, ANP32B, CY461, KDR, SPARC, ANXA2, DOCK10,
LAMC1, SPTBN1, ARHGDIA, DOCKS8, LGALS1, STC2, B2M, ECM1, LGALS3BP, SVEP1, BMP1, EEF1G, LMNA,
TAGLN, C140rf166, ENO1, LOX, TAGLN2, C1R, ENO1B, LTBP1, TGFBI, CALM1, ENO2, LUM, TGFBR3, CD109,
FBLN1, MDH2, THBS1, CD44, FBN1, MRC2, TIMP1, CDH11, FBN2, MYH11, TIMP2, CDH13, FGF17, MYH9,
TMSB4X, CDH2, FGFR2, NCL, TMSL3, CFH/HF1, FLJ21918, NPM1, TMSL6, CFL1, FLNA, PBP, TPI1, CLSTN1,
FN1, PCOLCE, TPM4, COL11A1, FSTL1, PDGFRB, TUBAS3, COL12A1, GALNTS, PFN1, TUBAG6, COL16A1, GLRX,
PGK1, TXN, COL1A1, GOLPH2, PGK2, TXNRD1, COL1A2, GSN, PLAU, UBE2I, COL3A1, GSTP1, PLEC1, UCHL1,
COL4A1, HNRPCLA1, PPIA, UFM1, COL4A2, HNRPF, PRDX1, URB, COL5A1, HNT, PRDX5, YWHAZ.

201 Genes en 58 procesos bioldgicos

La particula puede comprender adicionalmente, o alternativamente, cualquiera de los productos génicos de los 201
genes listados posteriormente, en la Tabla D3. Estos genes se caracterizan segun un proceso bioldgico en el que
participa el gen.

De acuerdo con lo anterior, la particula puede utilizarse para influir, controlar o regular cualquiera de dichos 58
procesos biologicos.

Metabolismo de alcoholes
Gl _16507966-S ENO2

Gl 16507965-S ENO1

Gl 22095338-S PGK1

Gl 31543396-S PGK2

Gl 21735620-S MDH2
Gl _26024330-S TPI1

Enolasa 2 (gamma, neuronal)

Enolasa 1, (alfa)

Fosfoglicerato cinasa 1

Fosfoglicerato cinasa 2

Malato deshidrogenasa 2, NAD (mitocondrial)
Triosafosfato isomerasa 1

Angiogénesis

GI_11321596-S KDR

receptor de dominio de insercidn de cinasa (un receptor tirosina
cinasa de tipo Ill)

GI_30172563-S VEGF

Factor de crecimiento vascular endotelial

GI_28610153-S IL8

Interleucina-8

GI_42716312-S ANG

Angiongenina, ribonucleasa, familia de la ARNasa A, 5

GI_10337586-S FGF6

Factor de crecimiento fibroblastico 6
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Formacion de biominerales

Gl_27262662-A CDH11 Cadherina-11, tipo 2, cadherina-OB (osteobléstica)
Gl_5902810-A BMP1 Proteina morfogenética ésea 1
Gl_4507170-S SPARC Proteina secretada, acida, rica en cisteinas (osteonectina)

Desarrollo de vasos sanguineos

Receptor de dominio de insercion de cinasa (un receptor tirosina

GI_11321596-S KDR cinasa de tipo Ill)

Gl_30172563-S VEGF Factor de crecimiento vascular endotelial

Gl _28610153-S I1L8 Interleucina-8

Gl _42716312-S ANG Angiogenina, ribonucleasa, familia de la ARNasa A, 5
Gl _10337586-S FGF6 Factor de crecimiento fibroblastico 6

Morfogénesis de vasos sanguineos

Gl 11321596-S KDR Receptor dg dominio de insercién de cinasa (un receptor tirosina
- cinasa de tipo Ill)

Gl _30172563-S VEGF Factor de crecimiento vascular endotelial

Gl_28610153-S I1L8 Interleucina-8

Gl_42716312-S ANG Angiogenina, ribonucleasa, familia de la ARNasa A, 5

Gl _10337586-S FGF6 Factor de crecimiento fibroblastico 6

Remodelado 6seo

Gl_27262662-A CDHI1 Cadherina-11, tipo 2, cadherina-OB (osteobléstica)
Gl_5902810-A BMP1 Proteina morfogenética ésea 1

Gl _4507170-S SPARC Proteina secretada, acida, rica en cisteinas (osteonectina)

Metabolismo de carbohidratos

Gl_16507966-S ENO2 Enolasa-2 (gamma, neuronal)
Gl_16507965-S ENO1 Enolasa-1 (alfa)

Gl_22095338-S PGK1 Fosfoglicerato cinasa-1

Gl_31543396-S PGK2 Fosfoglicerato cinasa-2

Gl_21735620-S MDH2 Malato deshidrogenasa-2, NAD (mitocondrial)
Gl_26024330-S TPI1 Triosafosfato isomerasa-1

Catabolismo

Gl _16507966-S ENO2 Enolasa-2 (gamma, neuronal)
Gl_16507965-S ENO1 Enolasa-1 (alfa)

Gl_22095338-S PGK1 Fosfoglicerato cinasa-1

Gl_31543396-S PGK2 Fosfoglicerato cinasa-2

Gl _21735620-S MDH2 Malato deshidrogenasa-2, NAD (mitocondrial)
Gl_26024330-S TPI1 Triosafosfato isomerasa-1

Catabolismo celular de carbohidratos

Gl _16507966-S ENO2 Enolasa-2 (gamma, neuronal)

Gl _16507965-S ENO1 Enolasa-1 (alfa)

Gl _22095338-S PGK1 Fosfoglicerato cinasa-1

Gl_31543396-S PGK2 Fosfoglicerato cinasa-2

Gl_21735620-S MDH2 Malato deshidrogenasa-2, NAD (mitocondrial)
Gl_26024330-S TPI1 Triosafosfato isomerasa-1

Metabolismo celular de carbohidratos

Gl_16507966-S ENO2 Enolasa-2 (gamma, neuronal)
Gl_16507965-S ENO1 Enolasa-1 (alfa)

Gl _22095338-S PGK1 Fosfoglicerato cinasa-1

Gl _31543396-S PGK2 Fosfoglicerato cinasa-2

Gl _21735620-S MDH2 Malato deshidrogenasa-2, NAD (mitocondrial)
Gl_26024330-S TPI1 Triosafosfato isomerasa-1

Catabolismo celular

Gl _16507966-S ENO2 Enolasa-2 (gamma, neuronal)
Gl_16507965-S ENO1 Enolasa-1 (alfa)

Gl_22095338-S PGK1 Fosfoglicerato cinasa-1

Gl_31543396-S PGK2 Fosfoglicerato cinasa-2
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GI_21735420-S MDH2

Malato deshidrogenasa-2, NAD (mitocondrial)

Gl_26024330-S TPI1

Triosafosfato isomerasa-1

Catabolismo celular de macromoléculas

GI_16507966-S ENO2

Enolasa-2 (gamma, neuronal)

GI_16507965-S ENO1

Enolasa-1 (alfa)

Gl_22095338-S PGK1

Fosfoglicerato cinasa-1

Gl_31543396-S PGK2

Fosfoglicerato cinasa-2

GI_21735620-S MDH2

Malato deshidrogenasa-2, NAD (mitocondrial)

GI_26024330-S TPI1

Triosafosfato isomerasa-1

Quimiotaxis

Gl_27262654-A IL16

Interleucina-16 (factor quimioatrayente de linfocitos)

Gl_22538807-A CCL23

Ligando de guimiocina 23 (motivo C-C)

Gl_34335180-A CCL15

Ligando de guimiocina 15 (motivo C-C)

GI_40316922-1 CXCL12

Ligando de quimiocina 12 (motivo C-X-C) (factor derivado de células
estromales 1)

Gl_41872613-S CXCL5

Ligando de gquimiocina 5 (motivo C-X-C)

Gl_22538812-S CCL2

Ligando de gquimiocina 2 (motivo C-C)

GI_4504098-S CXCR3

Receptor de quimiocina 3 (motivo C-X-C)

GI_22538399-S CCL11

Ligando de quimiocina 11 (motivo C-X-C)

GI1_5453576-S CXCL13

Ligando de quimiocina 13 (motivo C-X-C) (quimioatrayente de células
B)

Gl_22538815-S CCL8

Ligando de guimiocina 8 (motivo C-C)

Gl_34222286-S CYRG61

Inductor angiogénico rico en cisteinas 61

GI_4506832-S CCLA1

Ligando de guimiocina 1 (motivo C-C)

Gl_28610153-S IL8

Interleucina-8

Gl_22538800-S CCL16

Ligando de guimiocina 16 (motivo C-C)

Gl_14790145-S CXCL11

Ligando de quimiocina 11 (motivo C-X-C)

Gl_22165426-S CCL24

Ligando de guimiocina 24 (motivo C-C)

GI_22538813-S CCL5

Ligando de guimiocina 5 (motivo C-C)

GI_13435401-S CCL7

Ligando de guimiocina 7 (motivo C-C)

Gl_4505862-S PLAU

Activador del plasminégeno, urocinasa

GI_4504152-S CXCL1

Ligando de quimiocina 1 (motivo C-X-C) (actividad estimuladora del
crecimiento del melanoma, alfa)

GI_27894329-S IL1A

Interleucina-1, alfa

Gl_22547151-S CCL26

Ligando de quimiocina 26 (motivo C-C)

Gl_4506852-S XCL1

Ligando de guimiocina 1 (motivo C)

Respuesta de defensa

GI_27894305-S IL1B

Interleucina-1, beta

GI_27894329-S IL1A

Interleucina-1, alfa

Desarrollo

GI_42716312-S ANG

Angiogenina, ribonucleasa, familia de la ARNasa, 5

GI_5902810-A BMP1

Proteina morfogenética ésea 1

Gl_27262662-A CDH11

Cadherina-11, tipo 2, cadherina-OB (osteobléstica)

Gl_27262662-A CSF1

Factor estimulador de colonias-1 (macréfagos)

GI_27437029-S CSF2

Factor estimuldor de colonias-2 (granulocitos-macréfagos)

GI_27437048-A CSF3

Factor estimulador de colonias-3 (granulocitos)

Gl_34222286-S CYRG61

Inductor angiogénico rico en cisteinas, 61

Gl_24430140-S FBN1

Fibrilina 1 (sindrome de Marfan)

GI_4755135-S FBN2

Fibrilina 2 (aracnodactilia contractural congénita)

GI_10337586-S FGF6

Factor de crecimiento fibroblastico 6

GI_24430216-S IL10

Interleucina-10

Gl_28610153-S IL8

Interleucina-8

GI_11321596-S KDR

Receptor de dominio de insercion de cinasa (un receptor tirosina
cinasa de tipo Ill)

Gl_4580419-A KITLG

Ligando KIT

GI_6006018-S LIF

Factor inhibidor de la leucemia (factor de diferenciacién colinérgica)

Gl_7262388-S PCOLCE

Intensificador de la procolageno C-endopeptidasa

GI_4507170-S SPARC

Proteina secretada, acida, rica en cisteinas (osteonectina)

GI_10863872-S TGFB1

Factor de crecimiento transformante, beta-1 (enfermedad de
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Camurati-Engelmann)

GI_4507470-S TGFBR3

Factor de crecimiento transformante, receptor beta Ill (betaglicano,
300 kDa)

Gl_40317625-S THBS1

Trombospondina-1

GI_40805871-S THPO

Trombopoyetina (ligando del oncogén virico de la leucemia
mieloproliferativa, factor de crecimiento y desarrollo de los
megacariocitos)

GI_4507508-S TIMP1

Inhibidor de metalopeptidasa TIMP 1

Gl_30172563-S VEGF

Factor de crecimiento vascular endotelial

Derivacién de energia mediante oxidacién de compuestos organicos

GI_16507966-S ENO2

Enolasa-2 (gamma, neuronal)

GI_16507965-S ENO1

Enolasa-1 (alfa)

Gl_22095338-S PGK1

Fosfogliceratocinasa-1

Gl_31543396-S PGK2

Fosfogliceratocinasa-2

GI_21735620-S MDH2

Malato deshidrogenasa-2, NAD (mitocondrial)

GIl_26024330-S TPI1

Triosafosfato isomerasa-1

Exocitosis

GlI_22538815-S CCL8

Ligando de guimiocina-8 (motivo C-C)

GlI_22538813-S CCL5

Ligando de guimiocina-5 (motivo C-C)

Fiebre

GI_27894305-S IL1B

Interleucina-1, beta

GI_27894329-S IL1A

Interleucina-1, alfa

Generacion de metabolitos precursores y energia

GI_16507966-S ENO2

Enolasa-2 (gamma, neuronal)

Gl_16507965-S ENO1

Enolasa-1 (alf)

GI_22095338-S PGK1

Fosfoglicerato cinasa-1

GI_31543396-S PGK2

Fosfoglicerato cinasa-2

Gl_21735620-S MDH2

Malato deshidrogenasa-2, NAD (mitocondrial)

Gl_26024330-S TPI1

Triosafosfato isomerasa-1

Catabolismo de la glucosa

GI_16507966-S ENO2

Enolasa-2 (gamma, neuronal)

GI_16507965-S ENO1

Enolasa-1 (alf)

GI_22095338-S PGK1

Fosfoglicerato cinasa-1

Gl_31543396-S PGK2

Fosfoglicerato cinasa-2

GI_21735620-S MDH2

Malato deshidrogenasa-2, NAD (mitocondrial)

GI_26024330-S TPI1

Triosafosfato isomerasa-1

Metabolismo de la glucosa

Gl_16507966-S ENO2

Enolasa-2 (gamma, neuronal)

GI_16507965-S ENO1

Enolasa-1 (alf)

GI_22095338-S PGK1

Fosfoglicerato cinasa-1

Gl_31543306-S PGK2

Fosfoglicerato cinasa-2

Gl_21735620-S MDH2

Malato deshidrogenasa-2, NAD (mitocondrial)

Gl_26024330-S TPI1

Triosafosfato isomerasa-1

Glucé lisis

GI_16507966-S ENO2

Enolasa-2 (gamma, neuronal)

GI_16507965-S ENO1

Enolasa-1 (alf)

Gl_22095338-S PGK1

Fosfoglicerato cinasa-1

Gl_31543396-S PGK2

Fosfoglicerato cinasa-2

GI_21735620-S MDH2

Malato deshidrogenasa-2, NAD (mitocondrial)

Gl_26024330-S TPI1

Triosafosfato isomerasa-1
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Generacion de calor

GI_27894305-S IL1B

Interleucina-1, beta

GI_27894329-S IL1A

Interleucina-1, alfa

Hematopoyesis

Gl_27262662-A CSF1

Factor estimulador de colonias-1 (macréfagos)

Gl_4580419-A KITLG

Ligando de KIT

Gl_24430216-S IL10

Interleucina-10

Desarrollo de 6rganos hematopo

yéticos o linfoides

Gl_27262662-A CSF1

Factor estimulador de colonias-1 (macréfagos)

Gl_4580419-A KITLG

Ligando de KIT

Gl_24430216-S IL10

Interleucina-10

Catabolismo de hexosas

GI_16507966-S ENO2

Enolasa-2 (gamma, neuronal)

GI_16507965-S ENO1

Enolasa-1 (alfa)

GI_22095338-S PGK1

Fosfogliceratocinasa-1

GI_31543396-S PGK2

Fosfogliceratocinasa-2

GI_21735620-S MDH2

Malato deshidrogenasa-2, NAD (mitocondrial)

GIl_26024330-S TPI1

Triosafosfato isomerasa-1

Metabolismo de hexosas

GI_16507966-S ENO2

Enolasa-2 (gamma, neuronal)

GI_16507965-S ENO1

Enolasa-1 (alfa)

Gl_22095338-S PGK1

Fosfogliceratocinasa-1

Gl_31543396-S PGK2

Fosfogliceratocinasa-2

Gl_21735620-S MDH2

Malato deshidrogenasa-2, NAD (mitocondrial)

GI_26024330-S TPI1

Triosafosfato isomerasa-1

Respuesta inmunoldgica

GI_27894305-S IL1B

Interleucina-1, beta

GI_27894329-S IL1A

Interleucina-2, alfa

Respuesta inflamatoria

GI_27894305-S IL1B

Interleucina-1, beta

GI_27894329-S IL1A

Interleucina-2, alfa

Metabolismo de macromoléculas

Gl _5902810-A BMP1 Proteina morfogenética ésea-1

Gl_31542249-S C1R Componente del complemento 1, subcomponente r
Gl_22538429-A CTSB Catepsina-B

Gl_16507965-S ENO1 Enolasa-1 (alfa)

Gl _16507966-S ENO2 Enolasa-2 (gamma, neuronal)

Gl_33859834-S HGF Factor de crecimiento de hepatocitos (hepatopoyetina A, factor de

dispersioén)

Gl_21735620-S MDH2

Malato deshidrogenasa-2, NAD (mitocondrial)

Gl_13027798-S MMP1

Metalopeptidasa de matriz-1 (colagenasa intersticial)

GI_4505204-S MMP10

Metalopeptidasa de matriz-10 (estromelisina-2)

GI_13027796-S MMP13

Metalopeptidasa de matriz-13 (colagenasa-3)

Gl_13027803-S MMP3

Metalopeptidasa de matriz-3 (estromelisina-1, progelatinasa)

GI_4826835-S MMP9

Metalopeptidasa de matriz-9 (gelatinasa-B, gelatinasa de 92 kDa,
colagenasa tipo IV de 92 kDa)

GI_22095338-S PGK1

Fosfoglicerato cinasa-1

Gl_31543396-S PGK2

Fosfoglicerato cinasa-2

Gl_4505862-S PLAU

Activador del plasminégeno, urocinasa

Gl_26024330-S TPI1

Triosafosfato isomerasa-1

Catabolismo de macromoléculas

GI_16507966-S ENO2

Enolasa-2 (gamma, neuronal)

GI_16507965-S ENO1

Enolasa-1 (alfa)

GI_22095338-S PGK1

Fosfogliceratocinasa-1

Gl_31543396-S PGK2

Fosfogliceratocinasa-2
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GI_21735620-S MDH2

Malato deshidrogenasa-2, NAD (mitocondrial)

Gl_26024330-S TPI1

Triosafosfato isomerasa-1

Rutas principales del metabolismo de carbohidratos

GI_16507966-S ENO2

Enolasa-2 (gamma, neuronal)

GI_16507965-S ENO1

Enolasa-1 (alfa)

Gl_22095338-S PGK1

Fosfogliceratocinasa-1

Gl_31543396-S PGK2

Fosfogliceratocinasa-2

GI_21735620-S MDH2

Malato deshidrogenasa-2, NAD (mitocondrial)

GI_26024330-S TPI1

Triosafosfato isomerasa-1

Catabolismo de monosacaridos

GI_16507966-S ENO2

Enolasa-2 (gamma, neuronal)

GI_16507965-S ENO1

Enolasa-1 (alfa)

GI_22095338-S PGK1

Fosfogliceratocinasa-1

Gl_31543396-S PGK2

Fosfogliceratocinasa-2

Gl_21735620-S MDH2

Malato deshidrogenasa-2, NAD (mitocondrial)

G1_26024330-S TPI1

Triosafosfato isomerasa-1

Metabolismo de monosacaridos

GI_16507966-S ENO2

Enolasa-2 (gamma, neuronal)

GI_16507965-S ENO1

Enolasa-1 (alfa)

Gl_22095338-S PGK1

Fosfogliceratocinasa-1

GIl_31543396-S PGK2

Fosfogliceratocinasa-2

GI_21735620-S MDH2

Malato deshidrogenasa-2, NAD (mitocondrial)

Gl_26024330-S TPI1

Triosafosfato isomerasa-1

Desarrollo de 6rganos

Gl_27262662-A CSF1

Factor estimulador de colonias-1 (macroéfagos)

Gl_27262662-A CDH11

Cadherina-11, tipo 2, cadherina-OB (osteoblastica)

Gl_4580419-A KITLG

Ligando de KIT

Gl_5902810-A BMP1

Proteina morfogenética ésea-1

GI_11321596-S KDR

Receptor de dominio de insercion de cinasa (un receptor tirosina
cinasa de tipo Ill)

GI_30172563-S VEGF

Factor de crecimiento vascular endotelial

GI_28610153-S IL8

Interleucina-8

GI_4507170-S SPARC

Proteina secretada, acida, rica en cisteinas (osteonectina)

Gl_42716312-S ANG

Angiogenina, ribonucleasa, familia de la ARNasa A, 5

GI_24430216-S IL10

Interleucina-10

GI_10337586-S FGF6

Factor de crecimiento fibroblastico-6

Morfogénesis de 6rganos

GI_11321596-S KDR

Receptor de dominio de insercion de cinasa (un receptor tirosina
cinasa de tipo Ill)

GI_30172563-S VEGF

Factor de crecimiento vascular endotelial

GI_28610153-S IL8

Interleucina-8

Gl_42716312-S ANG

Angiogenina, ribonucleasa, familia de la ARNasa A, 5

GI_10337586-S FGF6

Factor de crecimiento fibroblastico-6

Osificacion

Gl_27262662-A CDH11

Cadherina-11, tipo 2, cadherina-OB (osteoblastica)

GI_5902810-A BMP1

Proteina morfogenética ésea-1

GI_4507170-S SPARC

Proteina secretada, acida, rica en cisteinas (osteonectina)

Metabolismo del fosfato

GI_22095338-S PGK1

Fosfoglicerato cinasa-1

Gl_31543396-S PGK2

Fosfoglicerato cinasa-2

Metabolismo del fosforo

GI_22095338-S PGK1

Fosfoglicerato cinasa-1

Gl_31543396-S PGK2

Fosfoglicerato cinasa-2
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Respuesta a estimulos abidticos

Gl_27262654-A IL16

Interleucina-16 (factor quimioatrayente de linfocitos)

Gl_22538807-A CCL23

Ligando de guimiocina 23 (motivo C-C)

Gl_34335180-A CCL15

Ligando de guimiocina 15 (motivo C-C)

GI_40316922- CXCL12

Ligando de quimiocina 12 (motivo C-X-C) (factor derivado de células
estromales 1)

Gl_41872613-S CXCL5

Ligando de gquimiocina 5 (motivo C-X-C)

Gl_22538812-S CCL2

Ligando de gquimiocina 2 (motivo C-C)

GI_4504098-S CXCR3

Receptor de quimiocina 3 (motivo C-X-C)

GI_22538399-S CCL11

Ligando de guimiocina 11 (motivo C-C)

GI_5453576-S CXCL13

Ligando de quimiocina 13 (motivo C-X-C) (quimioatrayente de células
B)

Gl_22538815-S CCL8

Ligando de guimiocina 8 (motivo C-C)

Gl_34222286-S CYRG61

Inductor angiogénico rico en cisteinas 61

GI_4506832-S CCLA1

Ligando de guimiocina 1 (motivo C-C)

GI_28610153-S IL8

Interleucina-8

GI_22538800-S CCL16

Ligando de quimiocina 16 (motivo C-C)

Gl_14790145-S CXCL11

Ligando de gquimiocina 11 (motivo C-X-C)

Gl_22165426-S CCL24

Ligando de gquimiocina 24 (motivo C-C)

GlI_22538813-S CCL5

Ligando de guimiocina 5 (motivo C-C)

GI_13435401-S CCL7

Ligando de guimiocina 7 (motivo C-C)

Gl_4505862-S PLAU

Activador del plasminégeno, urocinasa

GI_4504152-S CXCL1

Ligando de quimiocina 1 (motivo C-X-C) (actividad estimuladora del
crecimiento del melanoma, alfa)

GI_27894329-S IL1A

Interleucina-1, alfa

Gl_22547151-S CCL26

Ligando de guimiocina 26 (motivo C-C)

Gl_4506852-S XCL1

Ligando de quimiocina 1 (motivo C)

Respuesta a estimulos biéticos

GI_27894305-S IL1B

Interleucina-1, beta

GI_27894329-S IL1A

Interleucina-1, alfa

Respuesta a estimulos quimicos

Gl_27262654-A IL16

Interleucina-16 (factor quimioatrayente de linfocitos)

GI_22538807-A CCL23

Ligando de quimiocina 23 (motivo C-C)

GI_34335180-A CCL15

Ligando de quimiocina 15 (motivo C-C)

GI_40316922-1 CXCL12

Ligando de quimiocina 12 (motivo C-X-C) (factor derivado de células
estromales 1)

Gl_41872613-S CXCL5

Ligando de guimiocina 5 (motivo C-X-C)

GlI_22538812-S CCL2

Ligando de quimiocina 2 (motivo C-C)

GI_4504098-S CXCR3

Receptor de quimiocina 3 (motivo C-X-C)

GI_22538399-S CCL11

Ligando de quimiocina 11 (motivo C-C)

GI1_5453576-S CXCL13

Ligando de quimiocina 13 (motivo C-X-C) (quimioatrayente de células
B)

Gl_22538815-S CCL8 Ligando de gquimiocina 8 (motivo C-C)

Gl _34222286-S CYR61 Inductor angiogénico rico en cisteinas 61
Gl _4506832-S CCL1 Ligando de quimiocina 1 (motivo C-C)

Gl _28610153-S I1L8 Interleucina-8

Gl_22538800-S CCL16 Ligando de guimiocina 16 (motivo C-C)
Gl_14790145-S CXCL11 Ligando de quimiocina 11 (motivo C-X-C)
Gl _22165426-S CCL24 Ligando de quimiocina 24 (motivo C-C)
Gl _22538813-S CCL5 Ligando de quimiocina 5 (motivo C-C)

Gl_13435401-S CCL7

Ligando de gquimiocina 7 (motivo C-C)

Gl_4505862-S PLAU

Activador del plasminégeno, urocinasa

GI_4504152-S CXCL1

Ligando de quimiocina 1 (motivo C-X-C) (actividad estimuladora del
crecimiento del melanoma, alfa)

GI_27894329-S IL1A

Interleucina-1, alfa

Gl_22547151-S CCL26

Ligando de guimiocina 26 (motivo C-C)

GIl_4506852-S XCL1

Ligando de guimiocina 1 (motivo C)

Respuesta a estimulos bidticos externos

GI_27894305-S IL1B

Interleucina-1, beta

GI_27894329-S IL1A

Interleucina-1, alfa
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Respuesta a estimulos externos

Gl_27262654-A IL16

Interleucina-16 (factor quimioatrayente de linfocitos)

Gl_22538807-A CCL23

Ligando de guimiocina 23 (motivo C-C)

Gl_34335180-A CCL15

Ligando de guimiocina 15 (motivo C-C)

GI_40316922-1 CXCL12

Ligando de quimiocina 12 (motivo C-X-C) (factor derivado de células
estromales 1)

Gl_41872613-S CXCL5

Ligando de gquimiocina 5 (motivo C-X-C)

Gl_22538812-S CCL2

Ligando de guimiocina 2 (motivo C-C)

GI_4504098-S CXCR3

Receptor de quimiocina 3 (motivo C-X-C)

GI_22538399-S CCL11

Ligando de guimiocina 11 (motivo C-C)

GI_5453576-S CXCL13

Ligando de quimiocina 13 (motivo C-X-C) (quimioatrayente de células
B)

Gl_22538815-S CCL8

Ligando de guimiocina 8 (motivo C-C)

Gl_34222286-S CYRG61

Inductor angiogénico rico en cisteinas 61

GI_4506832-S CCLA1

Ligando de guimiocina 1 (motivo C-C)

Gl_28610153-S IL8

Interleucina-8

Gl_22538800-S CCL16

Ligando de guimiocina 16 (motivo C-C)

Gl_14790145-S CXCL11

Ligando de quimiocina 11 (motivo C-X-C)

Gl_22165426-S CCL24

Ligando de guimiocina 24 (motivo C-C)

GlI_22538813-S CCL5

Ligando de guimiocina 5 (motivo C-C)

GI_27894305-S IL1B

Interleucina-1, beta

Gl_13435401-S CCL7

Ligando de guimiocina 7 (motivo C-C)

Gl_4505862-S PLAU

Activador del plasminégeno, urocinasa

GI_4504152-S CXCL1

Ligando de quimiocina 1 (motivo C-X-C) (actividad estimuladora del
crecimiento del melanoma, alfa)

GI_27894329-S IL1A

Interleucina-1, alfa

Gl_22547151-S CCL26

Ligando de guimiocina 26 (motivo C-C)

Gl_4506852-S XCL1

Ligando de guimiocina 1 (motivo C)

Respuesta a plagas, patbgenos o

parasitos

GI_27894305-S IL1B

Interleucina-1, beta

GI_27894329-S IL1A

Interleucina-1, alfa

Respuesta a estimulos

Gl_27262654-A I1L16

Interleucina-16 (factor quimioatrayente de linfocitos)

Gl_22538807-A CCL23

Ligando de quimiocina 23 (motivo C-C)

Gl_34335180-A CCL15

Ligando de guimiocina 15 (motivo C-C)

GI_40316922-1 CXCL12

Ligando de quimiocina 12 (motivo C-X-C) (factor derivado de células
estromales 1)

GI_41872613-S CXCL5

Ligando de quimiocina 5 (motivo C-X-C)

Gl_22538812-S CCL2

Ligando de quimiocina 2 (motivo C-C)

Gl_4504098-SCXCR3

Receptor de quimiocina 3 (motivo C-X-C)

Gl_22538399-S CCL11

Ligando de quimiocina 11 (motivo C-X-C)

GI_5453576-S CXCL13

Ligando de quimiocina 13 (motivo C-X-C) (quimioatrayente de células
B)

GI_22538815-S CCL8

Ligando de quimiocina 8 (motivo C-C)

Gl_34222286-S CYRG61

Inductor angiogénico rico en cisteinas 61

Gl_4506832-S CCLA1 Ligando de guimiocina 1 (motivo C-C)

Gl_28610153-S IL8 Interleucina-8

Gl _22538800-S CCL16 Ligando de quimiocina 16 (motivo C-C)

Gl _14790145-S CXCL11 Ligando de quimiocina 11 (motivo C-X-C)

Gl_22165426-S CCL24 Ligando de guimiocina 24 (motivo C-C)

Gl_22538813-S CCL5 Ligando de gquimiocina 5 (motivo C-C)

Gl 27894305-S IL1B Interleucina-1, beta

Gl _13435401-S CCL7 Ligando de quimiocina 7 (motivo C-C)

Gl _4505862-S PLAU Activador del plasminégeno, urocinasa

Gl_4504152-S CXCL1 Ligando de quimiocina 1 (motivo C-X-C) (actividad estimuladora del

crecimiento del melanoma, alfa)

GI_27894329-S IL1A

Interleucina-1, alfa

GI_22547151-S CCL26

Ligando de quimiocina 26 (motivo C-C)

GI_4506852-S XCL1

Ligando de quimiocina 1 (motivo C)
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Respuesta al estrés

GI_27894305-S IL1B

Interleucina-1, beta

Gl_4505862-S PLAU

Activador del plasminégeno, urocinasa

GI_27894329-S IL1A

Interleucina-1, alfa

Respuesta a heridas

GI_27894305-S IL1B

Interleucina-1, beta

Gl_4505862-S PLAU

Activador del plasminégeno, urocinasa

GI_27894329-S IL1A

Interleucina-1, alfa

Secrecién

Gl_22538815-S CCL8

Ligando de quimiocina-8 (motivo C-C)

Gl_22538813-S CCL5

Ligando de guimiocina-5 (motivo C-C)

Ruta secretora

Gl_22538815-S CCL8

Ligando de quimiocina-8 (motivo C-C)

Gl_22538813-S CCL5

Ligando de quimiocina-5 (motivo C-C)

Desarrollo esquelético

Gl_22762662-A CDH11

Cadherina-11, tipo 2, cadherina-OB (osteoblastica)

GI_5902810-A BMP1

Proteina morfogenética ésea-1

GI_4507170-S SPARC

Proteina secretada, acida, rica en cisteinas (osteonectina)

Taxis

Gl_27262654-A I1L16

Interleucina-16 (factor quimioatrayente de linfocitos)

Gl_22538807-A CCL23

Ligando de quimiocina 23 (motivo C-C)

Gl_34335180-A CCL15

Ligando de guimiocina 15 (motivo C-C)

GI_40316922-1 CXCL12

Ligando de quimiocina 12 (motivo C-X-C) (factor derivado de células
estromales 1)

GI_41872613-S CXCL5

Ligando de guimiocina 5 (motivo C-X-C)

Gl_22538812-S CCL2

Ligando de quimiocina 2 (motivo C-C)

Gl_4504098-S CXCR3

Receptor de quimiocina 3 (motivo C-X-C)

Gl_22538399-S CCL11

Ligando de quimiocina 11 (motivo C-X-C)

GI_5453576-S CXCL13

Ligando de quimiocina 13 (motivo C-X-C) (quimioatrayente de células
B)

GI_22538815-S CCL8

Ligando de quimiocina 8 (motivo C-C)

Gl_34222286-S CYRG61

Inductor angiogénico rico en cisteinas 61

Gl_4506832-S CCLA1

Ligando de gquimiocina 1 (motivo C-C)

Gl_28610153-S IL8

Interleucina-8

GI_22538800-S CCL16

Ligando de quimiocina 16 (motivo C-C)

GI_14790145-S CXCL11

Ligando de quimiocina 11 (motivo C-X-C)

Gl_22165426-S CCL24

Ligando de guimiocina 24 (motivo C-C)

Gl_22538813-S CCL5

Ligando de gquimiocina 5 (motivo C-C)

GI_13435401-S CCL7

Ligando de quimiocina 7 (motivo C-C)

GI_4505862-S PLAU

Activador del plasminégeno, urocinasa

GI_4504152-S CXCL1

Ligando de quimiocina 1 (motivo C-X-C) (actividad estimuladora del
crecimiento del melanoma, alfa)

GI_27894329-S IL1A

Interleucina-1, alfa

Gl_22547151-S CCL26

Ligando de guimiocina 26 (motivo C-C)

GI_4506852-S XCL1

Ligando de quimiocina 1 (motivo C)

Termorregulacion

GI_27894305-S IL1B

Interleucina-1, beta

GI_27894329-S IL1A

Interleucina-1, alfa

Desarrollo de tejidos

Gl_27262662-A CDH11

Cadherina-11, tipo 2, cadherina-OB (osteobléstica)

GI_5902810-A BMP1

Proteina morfogenética ésea-1

GI_4507170-S SPARC

Proteina secretada, acida, rica en cisteinas (osteonectina)

Vasculogénesis

Gl_30172563-S VEGF

Factor de crecimiento vascular endotelial
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Desarrollo de la vasculatura

Gl_11321596-S KDR R_eceptor dg dominio de insercion de cinasa (un receptor tirosina
cinasa de tipo Ill)

Gl_30172563-S VEGF Factor de crecimiento vascular endotelial

Gl _28610153-S I1L8 Interleucina-8

Gl _42716312-S ANG Angiogenina, ribonucleasa, familia de la ARNasa A, 5

Gl_10337586-S FGF6 Factor de crecimiento fibroblastico-6

Tabla D3. Listado de 201 genes en cada uno de los 58 procesos bioldgicos (genes de medio condicionado por
células troncales mesenquimatosas (CMM-MC))

201 genes en 30 rutas

La particula puede comprender adicionalmente, o alternativamente, cualquiera de los productos génicos de los 201
genes listados posteriormente, en la Tabla D4. Estos genes se caracterizan segun una ruta en la que participa el
gen.

De acuerdo con lo anterior, la particula puede utilizarse para influir, controlar o regular cualquiera de dichas 30 rutas.

Procesamiento y presentacion de antigenos - Homo sapiens (ser humano)

Gl _22538429-A CTSB Catepsina B

Gl_37704380-S B2M Beta-2-microglobulina

Gl_24234685-A HSPA8 Proteina 8 de choque térmico de 70 kDa

Gl_30581139-A PSME1 Subunidad 1 del activador del proteasoma (prosoma, macropaina) (PA28 alfa)

Apoptosis - Homo sapiens (ser humano)

Gl_41281560-S CLSTN1 Calsintenina 1

Gl_28416914-S IL3 Interleucina 3 (factor estimulante de colonias, multiple)

Gl _27894329-S IL1A Interleucina 1, alfa

Gl _27894305-S IL1B Interleucina 1, beta

Gl_2592110-S TNF Factor de necrosis tumoral (superfamilia de TNF, miembro 2)

Fijacion del carbono - Homo sapiens (ser humano)

Gl_21735620-S MDH2 Malato deshidrogenasa 2, NAD (mitocondrial)

Gl_26024330-S TPI1 Triosafosfato isomerasa 1

Gl_22095338-S PGK1 Fosfoglicerato cinasa 1

Gl_31543396-S PGK2 Fosfoglicerato cinasa 2

Comunicacion celular - Homo sapiens (ser humano)

G1_27436944-A LMNA Lamina A/C

Gl_5016088-S ACTB Actina, beta

Gl 10938011-S ACTB Actina, alfa, musculo cardiaco

Gl_11038618-S ACTGH1 Actina, gamma 1

Gl 14719826-S COL1A1 Colageno, tipo 1, alfa 1

Gl _21536289-S COL1A2 Colageno, tipo 1, alfa 2

Gl_15149480-S COL3A1 Colé.geno, tipo Ill, alfa 1 (sindrome de Ehlers-Danlos tipo IV, autosémico
dominante)

Gl_45580690-S COL4A1 Colageno, tipo 1V, alfa 1

Gl 17986276-S COL4A2 Colageno, tipo IV, alfa 2

Gl 16554578-S COL5A1 Colageno, tipo V, alfa 1

Gl_16554580-S COL5A2 Colageno, tipo V, alfa 2

Gl_15011912-S COL6A1 Colageno, tipo VI, alfa 1

Gl_17402876-A COL6A2 Colageno, tipo VI, alfa 2

Gl 17149810-A COL6A3 Colageno, tipo VI, alfa 3

Gl _18375521-A COL11A1 Colageno, tipo XI, alfa 1

Gl_16933543-A FN1 Fibronectina 1

Gl_9845497-S LAMC1 Laminina, gamma 1 (antes LAMB2)

Gl_16554581-S COL5A3 Colageno, tipo V, alfa 3

Gl _40317625-S THBS1 Trombospondina 1

Ciclo del citrato (ciclo de los ATC) - Homo sapiens (ser humano)

Gl_4504374-S CFH1/HF1 Factor del complemento H

Gl_21735620-S MDH2 Malato deshidrogenasa-2, NAD (mitocondrial)
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Cascadas del complemento y de coagulacion

- Homo sapiens (ser humano)

Gl_4505862-S PLAU

Activador del plasmindgeno, urocinasa

G1_4504374-S CFH1/HF1

Factor del complemento H

GI_31542249-S C1R

Componente del complemento 1, subcomponente r

Interaccién citocina -receptor de citocina - Homo sapiens (ser humano)

Gl_4506832-S CCL1

Ligando de guimiocina-1 (motivo C-C)

GI_22538399-S CCLI1

Ligando de guimiocina-11 (motivo C-C)

GI_34335180-A CCL15

Ligando de guimiocina-15 (motivo C-C)

GI_22538800-S CCL16

Ligando de quimiocina-16 (motivo C-C)

Gl_22538812-S CCL2

Ligando de guimiocina-2 (motivo C-C)

Gl_22538807-A CCL23

Ligando de quimiocina-23 (motivo C-C)

GI_22165426-S CCL24

Ligando de guimiocina-24 (motivo C-C)

GI_22547151-S CCL26

Ligando de guimiocina-26 (motivo C-C)

GI_22538813-S CCL5

Ligando de quimiocina-5 (motivo C-C)

G1_13435401-S CCL7

Ligando de guimiocina-7 (motivo C-C)

Gl_22538815-S CCL8

Ligando de guimiocina-8 (motivo C-C)

GIl_27262662-A CSF1

Factor estimulador de colonias-1 (macroéfagos)

GI_27437029-S CSF2

Factor estimulador de colonias-2 (granulocitos-macréfagos)

GI_27437048-A CSF3

Factor estimulador de colonias-3 (granulocitos)

Gl_4506856-S CX3CLA1

Ligando de gquimiocina-1 (motivo C-X3-C)

GI_4504152-S CXCL1

Ligando de quimiocina-1 (motivo C-X-C) (actividad estimuladora del
crecimiento del melanoma, alfa)

GI_14790145-S CXCL11

Ligando de guimiocina-11 (motivo C-X-C)

G1_4316922- CXCL12

Ligando de quimiocina-12 (motivo C-X-C) (factor derivado de células
estromales 1)

Gl_5453576-S CXCL13

Ligando de gquimiocina-13 (motivo C-X-C) (quimioatrayente de células B)

Gl_41872613-S CXCL5

Ligando de quimiocina-5 (motivo C-X-C)

GI_4504098-S CXCR3

Receptor de quimiocina-3 (motivo C-X-C)

GI_6031163-S EGF

Factor de crecimiento epidérmico (beta-urogastrona)

Gl_38455415-S FLT3LG

Ligando de tirosina cinasa-3 relacionada con fms

Gl_33859834-S HGF

Factor de crecimiento de hepatocitos (hepatopoyetina A, factor de dispersion)

G1_10835170-S IFNG

Interferéon, gamma

GI_24430216-S IL10

Interleucina-10

G1_24497437-S IL12B

Interleucina-12B (factor estimulador de células asesinas naturales 2, factor de
maduracion de linfocitos citotoxicos 2, p40)

GI_26787977-S IL13

Interleucina-13

G1_27894329-S IL1A

Interleucina-1, alfa

GI_27894305-S IL1B

Interleucina-1, beta

GI_28178860-S IL2

Interleucina-2

Gl_28416914-S IL3

Interleucina-3 (factor estimulador de colonias, multiple)

G1_10834983-S IL6

Interleucina-6 (interferén, beta 2)

G1_28610152-S IL7

Interleucina-7

GI_28610153-S IL8

Interleucina-8

GI_11321596-S KDR

Receptor de dominio de insercién de cinasa (un receptor tirosina cinasa de
tipo 1l1)

G1_4580419-A KITLG

Ligando de KIT

GI_4557714-S LEP

Leptina (homdlogo de ratén, obesidad)

GI_6006018-S LIF

Factor inhibidor de la leucemia (factor de diferenciacién colinérgica)

G1_15451785-A PDGFB

Polipéptido factor beta de crecimiento derivado de plaquetas (homdlogo de
oncogeén v-sis virico del sarcoma de simio)

Gl_15451788-S PDGFRB

Receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas, polipéptido beta

GI_10863872-S TGFB1

Factor de crecimiento transformante, beta 1 (enfermedad de Camurati-
Engelmann)

GI_4507462-S TGFB2

Factor de crecimiento transformante, beta 2

GI1_40805871-S THPO

Trombopoyetina (ligando del oncogén del virus de la leucemia
mieloproliferativa, factor de crecimiento y desarrollo de megacariocitos)

GI1_4507508-S TIMP1

Inhibidor de metalopeptidasa TIMP 1

G1_25952110-S TNF

Factor de necrosis tumoral (superfamilia de TNF, elemento 2)

G1_22547122-S TNFRSF11B

Superfamilia de receptores de factor de necrosis tumoral, elemento 11b
(osteoprotegerina)

GI_30172563-S VEGF

Factor de crecimiento vascular endotelial
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GI_4506852-S XCL1

| Ligando de quimiocina-1 (motivo C)

Interaccién MEC -receptor - Homo sapiens (ser humano)

G1_9845497-S LAMCA1

Laminina, gamma-1 (anteriormente LAMB2)

GI_14719826-S COL1A1

Colageno, tipo |, alfa-1

GI_21536289-S COL1A2

Colageno, tipo |, alfa-1

G1_15149480-S COL3A1

Colageno, tipo |, alfa-1

GI1_45580690-S COL4A1

Colageno, tipo |, alfa-1

GI_17986276-S COL4A2

Colageno, tipo |, alfa-1

GI_16554578-S COL5A1

Colageno, tipo |, alfa-1

GI_16554580-S COL5A2

Colageno, tipo |, alfa-1

GI_15011912-S COLGA1

Colageno, tipo |, alfa-1

GI_17402876-A COLGA2

Colageno, tipo |, alfa-1

GI_17149810-A COLGA3

Colageno, tipo |, alfa-1

GI_18375521-A COL11A1

Colageno, tipo |, alfa-1

GI_16554581-S COL5A3

Colageno, tipo |, alfa-1

GI_16933543-A FN1

Fibronectina-1

Gl_40317625-S THBS1

Trombospondina-1

GI_7427516-S HSPG2

Proteoglicano-2 heparan-sulfato (perlecan)

GI_21361192-S CD44

Antigeno CD44 (funcion de migracién y sistema de grupos sanguineos en
indios)

Sefializacion de células epitelia

les en la infeccion por Helicobacter pylori - Homo sapiens (ser humano)

Gl_22538813-S CCL5

Ligando de gquimiocina 5 (motivo C-C)

Gl1_4504152-S CXCL1

Ligando de quimiocina 1 (motivo C-X-C) (actividad estimuladora del
crecimiento del melanoma, alfa)

Gl_28610153-S IL8

Interleucina-8

Ruta de sefializacion de Fc eps

ilon Rl - Homo sapiens (ser humano)

GI_25952110-S TNF

Factor de necrosis tumoral (superfamilia del TNF, elemento 2)

GI_26787977-S IL13

Interleucina-13

Gl_27437029-S CSF2

Factor estimulador de colonias-2 (granulocitos-macrofagos)

Gl_41281560-S CLSTN1

Calsintenina-1

G1_28416914-S IL3

Interleucina-3 (factor estimulador de colonias, multiple)

Adhesion focal

- Homo sapiens (ser humano)

Gl 5016088-S ACTB Actina, beta
Gl 10938011-S ACTC Actina, alfa, musculo cardiaco
Gl 11038618-S ACTG1 Actina, gamma-1

GI_41281560-S CLSTN1

Calsintenina-1

GI_18375521-A COL11A1

Colageno, tipo XI, alfa-1

G1_14719826-S COL1A1

Colageno, tipo |, alfa-1

Gl_21536289-S COL1A2

Colageno, tipo |, alfa-2

GI_1514980-S COL3A1

Colageno, tipo lll, alfa-1 (sindrome de Ehlers-Danlos tipo IV, autosémico
dominante)

Gl _45580690-S COL4A1 Colageno, tipo IV, alfa-1
Gl_17986276-S COL4A2 Colageno, tipo 1V, alfa-2
Gl_16554578-S COL5A1 Colageno, tipo V, alfa-1

G1_16554580-S COL5A2

Colageno, tipo V, alfa-2

GI_16554581-S COL5A3

Colageno, tipo V, alfa-3

GI_15011912-S COLGA1

Colageno, tipo VI, alfa-1

GI_17402876-A COLGA2

Colageno, tipo VI, alfa-2

GI_17149810-A COLGA3

Colageno, tipo VI, alfa-3

Gl_6031163-S EGF Factor de crecimiento epidérmico (beta-urogastrona)

Gl _4503744-S FLNA Filamina A, alfa (proteina de unién a actina 280)

Gl_16933543-A FN1 Fibronectina-1

Gl_33859834-S HGF Factor de crecimiento de hepatocitos (hepatopoyetina A, factor de dispersion)
Gl_19923111-S IGF1 Factor de crecimiento similar a insulina 1 (somatomedina C)

G1_10834983-S IL6

Interleucina-6 (interferén, beta 2)

GI_11321596-S KDR

Receptor de dominio de insercién de cinasa (un receptor tirosina cinasa de
tipo 111)

G1_9845497-S LAMCA1

Laminina, gamma-1 (anteriormente LAMB2)

GI_15451785-A PDGFB

Polipéptido factor beta de crecimiento derivado de plaquetas (homdlogo del
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oncogén (v-sis) virico del sarcoma del simio)

Gl_15451788-S PDGFRB

Receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas, polipéptido beta

Gl_40317625-S THBS1

Trombospondina-1

G1_30172563-S VEGF

Factor de crecimiento vascular endotelial

Unién hendida - Homo sapiens (ser humano)

Gl_5174476-S K-ALFA-1

Tubulina, alfa, ubicua

GI_17986282-S TUBA3

Tubulina, alfa-3

GI_31880337-S TUBAG

Tubulina, alfa-6

GI_15451788-S PDGFRB

Receptor de factor de crecimiento derivado de plaquetas, polipéptido beta

GI_6031163-S EGF

Factor de crecimiento epidérmico (beta-urogastrona)

GI_15451785-A PDGFB

Polipéptido beta de factor de crecimiento derivado de plaquetas (homodlogo del
oncogeén (v-sis) virico del sarcoma del simio)

Glucdlisis o gluconeogénesis

- Homo sapiens (ser humano)

GI_16507965-S ENO1

Enolasa-1 (alfa)

GI_16507966-S ENO2

Enolasa-2 (gamma, neuronal)

Gl_26024330-S TPI1

Triosafosfato isomerasa-1

GI_22095338-S PGK1

Fosfoglicerato cinasa-1

GI_31543396-S PGK2

Fosfoglicerato cinasa-2

Linaje celular hematopoyético

- Homo sapiens (ser humano)

GI_21361192-S CD44

Antigeno CD44 (funcién de migracion y sistema de grupos sanguineos en
indios)

GI_4503744-S FLNA

Filamina A, alfa (proteina de unién a actina 280)

GI1_40805871-S THPO

Trombopoyetina (ligando del oncogén virico de la leucemia mieloproliferativa,
factor de crecimiento y desarrollo de megacariocitos)

GI1_4507508-S TIMP1

Inhibidor de metalopeptidasa TIMP 1

G1_25952110-S TNF

Factor de necrosis tumoral (superfamilia del TNF, elemento 2)

GIl_27262662-A CSF1

Factor estimulador de colonias-1 (macroéfagos)

GI_27437048-A CSF3

Factor estimulador de colonias-3 (granulocitos)

GI_38455415-S FLT3LG

Ligando de tirosina cinasa 3 relacionada con fms

G1_10834983-S IL6

Interleucina-6 (interferén, beta 2)

G1_27437029-S CSF2

Factor estimulador de colonias-2 (granulocitos-macrofagos)

GI_27894329-S IL1A

Interleucina-1, alfa

GI_27894305-S IL1B

Interleucina-1, beta

GIl_28416914-S IL3

Interleucina-3 (factor estimulador de colonias, multiple)

G1_28610152-S IL7

Interleucina-7

G1_4580419-A KITLG

Ligando de KIT

Metabolismo del inositol

- Homo sapiens (ser humano)

G1_26024330-S TPI1

| Triosafosfato isomerasa-1

Ruta de sefalizacion de la insulina

- Homo sapiens (ser humano)

GI_31377794-S CALM1

Calmodulina-1 (fosforilasa cinasa, delta)

GI_41281560-S CLSTN1

Calsintenina-1

Ruta de sefializacién de Jak -STAT - Homo sapiens (ser humano)

Gl_41281560-S CLSTN1 Calsintenina-1
Gl _27437029-S CSF2 Factor estimulador de colonias-2 (granulocitos-macréfagos)
Gl _27437048-A CSF3 Factor estimulador de colonias-3 (granulocitos)

GI_10835170-S IFNG

Interferéon, gamma

Gl_24430216-S IL10

Interleucina-10

G

_24497437-S IL12B

Interleucina-12B (factor estimulador de células asesinas naturales 2, factor de
maduracion de linfocitos citotoxicos 2, p40)

G1_26787977-S IL13 Interleucina-13
Gl_28178860-S IL2 Interleucina-2
Gl_28416914-S IL3 Interleucina-3 (factor estimulador de colonias, multiple)

G1_10834983-S IL6

Interleucina-6 (interferén, beta 2)

GI_28610152-S IL7

Interleucina-7

GI_4557714-S LEP

Leptina (homologo de ratén, obesidad)

GI_6006018-S LIF

Factor inhibidor de la leucemia (factor de diferenciacién colinérgica)

GI_40805871-S THPO

Trombopoyetina (ligando del oncogén virico de la leucemia mieloproliferativa,

26




ES 2537516713

factor de crecimiento y desarrollo de megacariocitos)

GI1_4507508-S TIMP1

Inhibidor de metalopeptidasa TIMP 1

Migracion transendotelial de leucocitos

- Homo sapiens (ser humano)

G1_4826835-S MMP9

Metalopeptidasa de matriz 9 (gelatinasa B, gelatinasa de 92 kDa, colagenasa
de tipo 1V de 92 kDa)

Gl_5453576-S CXCL13

Ligando de guimiocina 13 (motivo C-X-C) (quimioatrayente de células B)

Gl_28610153-S IL8

Interleucina-8

GI_40316922- CXCL12

Ligando de quimiocina 12 (motivo C-X-C) (factor derivado de células
estromales 1)

GI_41281560-S CLSTN1

Calsintenina-1

GI_5016088-S ACTB

Actina, beta

GI_10938011-S ACTC

Actina, alfa, musculo cardiaco

GI_11038618-S ACTG1

Actina, gamma-1

Ruta de sefalizacion de MPAK

- Homo sapiens (ser humano)

GI_34106709-A BDNF

Factor neurotréfico derivado del cerebro

Gl_6031163-S EGF

Factor de crecimiento epidérmico (beta-urogastrona)

G1_4503692-S FGF17

Factor de crecimiento fibroblastico-17

GI1_4503700-S FGF4

Factor de crecimiento fibroblastico-4 (proteina transformante secretora de
heparina 1, oncogén del sarcoma de Kaposi)

GI_10337586-S FGF6

Factor de crecimiento fibroblastico-6

GI_15147344-S FGF7

Factor de crecimiento fibroblastico-7 (factor de crecimiento de queratinocitos)

GI_4503706-S FGF9

Factor de crecimiento fibroblastico-9 (factor activador de la glia)

GI_13186266-A FGFR2

Receptor de factor de crecimiento fibroblastico 2 (cinasa expresada en
bacterias, receptor de factor de crecimiento de queratinocitos, disostosis
craneofacial 1, sindrome de Crouzon, sindrome de Pfeiffer, sindrome de
Jackson-Weiss)

GI_4503744-S FLNA

Filamina A, alfa (proteina de unién a actina 280)

GI1_40549401-A GDNF

Factor neurotréfico derivado de células gliales

GI_24234685-A HSPA8

Proteina de choque térmico 8 de 70 kDa

GI_27894329-S IL1A

Interleucina-1, alfa

GI_27894305-S IL1B

Interleucina-1, beta

GI_15451785-A PDGFB

Polipéptido factor beta de crecimiento derivado de plaquetas (homdlogo del
oncogeén (v-sis) virico del sarcoma del simio)

Gl_15451788-S PDGFRB

Receptor de factor de crecimiento derivado de plaquetas, polipéptido beta

G1_10863872-S TGFB1

Factor de crecimiento transformante, beta-1 (enfermedad de Camurati-
Engelmann)

GI_4507462-S TGFB2

Factor de crecimiento transformante, beta-2

GI_25952110-S TNF

Factor de necrosis tumoral (superfamilia del TNF, elemento 2)

Metabolismo del metano - Ho

mo sapiens (ser humano)

Gl1_40805871-S THPO

Trombopoyetina (ligando del oncogén virico de la leucemia mieloproliferativa,
factor de crecimiento y desarrollo de megacariocitos)

Gl_32455261-A PRDX5

Peroxirredoxina-5

Ruta de sefializaci6 n de mTOR - Homo sapiens (ser humano)

GI_30172563-S VEGF

Factor de crecimiento vascular endotelial

GI_41281560-S CLSTN1

Calsintenina-1

GI_19923111-S IGF1

Factor de crecimiento similar a insulina 1 (somatomedina C)

Biosintesis de fenilalanina, tirosina y triptéfano

- Homo sapiens (ser humano)

GI_16507965-S ENO1

Enolasa-1 (alfa)

GI_16507966-S ENO2

Enolasa-2 (gamma, neuronal)

Metabolismo de la fenilalanina

- Homo sapiens (ser humano)

G1_4505184-S MIF

Factor inhibidor de la migracion de macréfagos (factor inhibidor de la
glucosilacion)

GI1_40805871-S THPO

Trombopoyetina (ligando del oncogén virico de la leucemia mieloproliferativa,
factor de crecimiento y desarrollo de megacariocitos)

Gl_32455261-A PRDX5

Peroxirredoxina-5

Regulacion del citoesqueleto de actina

- Homo sapiens (ser humano)
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GI_5016088-S ACTB

Actina, beta

GI_10938011-S ACTC

Actina, alfa, musculo cardiaco

GI_11038618-S ACTG1

Actina, gamma-1

Gl_5031634-S CFL1

Cofilina-1 (no muscular)

GI_41281560-S CLSTN1

Calsintenina-1

GI_6031163-S EGF

Factor de crecimiento epidérmico (beta-urogastrona)

Gl_4503692-S FGF17

Factor de crecimiento fibroblastico-17

GI_4503700-S FGF4

Factor de crecimiento fibroblastico-4 (proteina transformante secretora de
heparina 1, oncogén del sarcoma de Kaposi)

GI_10337586-S FGF6

Factor de crecimiento fibroblastico-6

GI_15147344-S FGF7

Factor de crecimiento fibroblastico-7 (factor de crecimiento de queratinocitos)

GI_4503706-S FGF9

Factor de crecimiento fibroblastico-9 (factor activador de la glia)

GI_13186266-A FGFR2

Receptor de factor de crecimiento fibroblastico 2 (cinasa expresada en
bacterias, receptor de factor de crecimiento de queratinocitos, disostosis
craneofacial 1, sindrome de Crouzon, sindrome de Pfeiffer, sindrome de
Jackson-Weiss)

GI_16933543-A FN1

Fibronectina-1

Gl_38044287-A GSN

Gelsolina (amiloidosis, tipo finés)

Gl_22507396-S MYH9

Miosina, polipéptido pesado 9, no muscular

GI_15451785-A PDGFB

Polipéptido factor beta de crecimiento derivado de plaquetas (homdlogo del
oncogén virico (v-sis) del sarcoma del simio)

GI_15451788-S PDGFRB

Receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas, polipéptido beta

GI_16753213-S PFN1

Profilina-1

Gl_34328943-S TMSB4X

Timosina, beta-4, ligada a X

Gl_34013529-S TMSL3

Similar a timosina-3

Biosintesis de estilbeno, ¢ um

arina y lignina - Homo sapiens (ser humano)

GI_40805871-S THPO

Trombopoyetina (ligando del oncogén virico de la leucemia mieloproliferativa,
factor de crecimiento y desarrollo de megacariocitos)

Gl_32455261-A PRDX5

Peroxirredoxina-5

Ruta de sefializacion de receptor de células T

- Homo sapiens (ser humano)

GI_25952110-S TNF

Factor de necrosis tumoral (superfamilia del TNF, elemento 2)

GI_27437029-S CSF2

Factor estimulador de colonias 2 (granulocitos-macréfagos)

GI_10835170-S IFNG

Interferéon, gamma

GI_24430216-S IL10

Interleucina-10

GI_28178860-S IL2

Interleucina-2

GI_41281560-S CLSTN1

Calsintenina-1

Ruta de sefalizaciéon de TGF -

beta - Homo sapiens (ser humano)

GI_4557730-S LTBP1

Proteina latente 1 de unién al factor beta de crecimiento transformante

GI_40317625-S THBS1

Trombospondina-1

GI_10863872-S TGFB1

Factor de crecimiento transformante, beta 1 (enfermedad de Camurati-
Engelmann)

Gl_4507462-S TGFB2

Factor de crecimiento transformante, beta 2

GI_25952110-S TNF

Factor de necrosis tumoral (superfamilia del TNF, elemento 2)

GI_10835170-S IFNG

Interferéon, gamma

Unién fuerte - Homo sapiens

(ser humano)

GI_5016088-S ACTB

Actina, beta

GI_10938011-S ACTC

Actina, alfa, musculo cardiaco

GI_11038618-S ACTG1

Actina, gamma-1

GI_22507396-S MYH9

Miosina, polipéptido pesado 9, no muscular

Ruta de sefializacién de receptor de tipo Toll

- Homo sapiens (ser humano)

GI-14790145-S CXCL11

Ligando de quimiocina 11 (motivo C-X-C)

GI_28610153-S IL8

Interleucina-8

GI_24497437-S IL12B

Interleucina-12B (factor estimulador de células asesinas naturales 2, factor de
maduracion de linfocitos citotoxicos 2, p40)

GI_27894305-S IL1B

Interleucina-1, beta

Gl_41281560-S CLSTN1

Calsintenina-1

GI_10834983-S IL6

Interleucina-6 (interferén, beta-2)

GI_22538813-S CCL5

Ligando de quimiocina 5 (motivo C-C)
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Gl_25952110-S TNF Factor de necrosis tumoral (superfamilia del TNF, elemento 2)

Diabetes mellitus de tipol - Homo sapiens (ser humano)

GI_24497437-S IL128B Interleuc[qa-123 (facftor egtimyl_ador de células asesinas naturales 2, factor de
maduracion de linfocitos citotoxicos 2, p40)

Gl_28178860-S IL2

Interleucina-2
Gl _10835170-S IFNG Interferéon, gamma
Gl _27894329-S IL1A Interleucina-1, alfa
Gl _27894305-S IL1B

Interleucina-1, beta
Gl_25952110-S TNF Factor de necrosis tumoral (superfamilia del TNF, elemento 2)

Tabla D4. Listado de 201 genes en cada una de 30 rutas (genes de medio condicionado por células troncales
mesenquimatosas (CMM-MC))

593 genes y 794 productos génicos

La particula puede comprender adicionalmente, o alternativamente, cualquiera de los productos génicos de los 593
genes y/o 794 productos génicos listados posteriormente, en la Tabla D5.

De acuerdo con lo anterior, la particula puede utilizarse para influir, controlar o regular cualquiera de los procesos o
rutas bioldgicas en los que participan los genes o los productos génicos.

Total de 593 productos génicos unicos: juego 1 a 4 (3 de 4 y 4 de 4) sin genes comunes en lista de 201

02-Sep CANDI DDX17 H2AFY KRTHB4 PCBP2 QARS STC1
07-Sep CAP1 DES HADH LAMA4 PCDH18 QPCT STIP1
AARS CAP2 DLD HARS LAMBI1 PCDHGB6 RABI11B SULF1
ACAA2 CAPG DNAJC3 HARS2 LANCLI PCK2 RABIA SYNCRIP
ACAT? CAPNI1 DPP3 hCG_1641617 LAP3 PCMTI RAB6A TALDOI1
ACOl CAPN2 DPYSL2 hCG_2023776 LASPI PCNA RACI1 TARS
ACTNI CAPZA1 DPYSL3 HEXA LDHA PDCDG6IP RAN TCN2
ACTN2 CAPZA2 DSTN HEXB LDHAL6B PDGFC RANBPS TCPI
ACTN3 CAPZB DYNLLI1 HIBCH LDHB PDIA3 RARRES2 TFPI
ACTN4 CARS ECHSI HINTI1 LEPRE1 PDIA4 RARS THBS2
ACTRIA CBR1 EEF1A1 HIST1H4 LGALS3 PDIA6 RBMX THOP1
ACTRIB CBR3 EEF1A2 HISTIH4A LOC196463 PDLIMI RHOA THY1
ACTR2 CCBL2 EEF1B2 HISTIH4B LOC283523 PDLIMS RNASE4 TKT
ACTR3 CCDCI9 EEF2 HIST1H4C LOC347701 PDLIM7 RNHI1 TLN1
ACTR3B CCT2 EFEMP2 HIST1H4D LOC646821 PEPD RNPEP TMOD?2
ADAM9Y CCT3 EIF2S3 HISTIH4E LOC649125 PFN2 RPL10A TMOD3
ADSL CCT4 EIF3S9 HIST1H4F LOC653214 PGCP RPL11 TNC
ADSS CCTS EIF4A1 HIST1H4H LOC654188 PGD RPL12 TNPOI1
AEBPI CCT6A EIF4A2 HIST1HA4I LOC728378 PGLS RPL14 TPS53I3
AGA CCT7 EMILINI HIST1H4J LOXL2 PGM1 RPL18 TPMI1
AHCY CCT8 ENO3 HIST1H4K LRP1 PGRMC2 RPL22 TPM2
AKI1 CD248 EPPK1 HISTIH4L LTA4H PHGDH RPL30 TPM3
AK2 CDS9 EPRS HIST2H2AA3 LTB4DH PHPT1 RPLS5 TRAPI1
AKRIA1 CDS81 ESD HIST2H2AA4 LTBP2 PICALM RPL7 TRHDE
AKRI1B1 CD9 ETF1 HIST2H4A MG6PRBP1 PKM2 RPLPO TROVE2
ALDH2 CDC37 ETFB HIST2H4B MACF1 PLEKHCI1 RPLP1 TSKU
ALDH7AL1 CDC42 ETHEI HIST4H4 MAPIB PLODI RPLP2 TUBAIA
ALDOA CFL2 EXTI1 HLA-A MAPK1 PLOD2 RPS10 TUBAS
ALDOC CHID1 FAH HLA-B MAPREI PLOD3 RPSISA TUBB
ANXA1 CLECI11A FAHDI HMX1 MAT2A PLSI RPS16 TUBB2C
ANXAS CLIC1 FAMI129B HNRPAL1 MAT2B PLS3 RPS19 TUBB3
ANXAG6 CLIC4 FAM3C HNRPAI1L-2 MCTSI PLSCR3 RPS2 TUBB4
AP1BI CLTC FAM49B HNRPA2B1 MDH]1 POSTN RPS20 TUBB6
AP1S1 CLTCL1 FAMG62A HNRPC MFAP4 PPCS RPS23 TUBBS
AP2A1 CLU FBLNS HNRPD MGATS PPIB RPS3 TWF1
AP2A2 CMPK FDPS HNRPDL MMP14 PPP2RIA RPS4X TXNLS
AP2BI1 CNDP2 FH HNRPH2 MMP2 PPP2R4 RPS5 UBEI1
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AP3BI CNN2 FKBP10 HNRPK MRLC2 PPP5C RPS7 UBE2L3
APEX1 CNN3 FKBP1A HNRPL MSN PPP6C RPS8 UBE2N
APIS COL18A1 FKBP3 HNRPR MTAP PRDX2 RPS9 UBE2V1
APOAI1BP COL2Al FLNB HNRPU MTPN PRDX3 RPSA UBE3B
APOE COL4A2 FLNC HSP90AB! MVP PRDX4 RSUI UCHL3
APP COLS5Al FLRT2 HSP90B1 MXRAS PRDX6 S100A16 UGDH
APRT COL5A2 FLT1 HSPAIA MXRAS PRG1 SARS UGP2
ARCNI COL6A2 FSCN1 HSPAIB MYHI14 PRKACA SDC4 UROD
ARHGAPI COL7Al FSTLS HSPAIL MYL6 PRKCSH SDCBP USP14
ARPCIA COL7A1 FTL HSPA4 NAGK PRNP SEC22B USP35
ARPCI1B COL7A1 G6PD HSPAS NANS PROCR SEC23A VARS
ARPC2 COL7Al GALNT2 HSPA6 NARS PROSC SEC31A VASN
ARPC3 COPA GANAB HSPB1 NEDDS PRSS23 SEMA3C VATI
ARPC4 COPG GAPDH HSPD1 NEFM PRSS3 SEMA7A VCL
ARTS-1 COPS3 GARS HSPHI NIT2 PSATI SERPINBI VCP
ATIC COPS4 GAS6 HTRALI NME]l PSMAI SERPINB6 VIL2
ATP5B COPS8 GBA IDH1 NPC2 PSMA2 SERPINEI VIM
ATP6AP1 COROI1B GBEI IGFBP3 NPEPPS PSMA3 SERPINE2 VPS26A
COROIC GDF15 IGKC NQOI1 PSMAG6 SERPINFI VTN VPS35
COTLI1 GDI1 ILF2 NRPI PSMA7 SERPINH1 WARS VTN
CRIP2 GDI2 ILF3 NRP2 PSMB1 SERPINI2 WDRI1 WARS
CS GLO1 INHBA NTSE PSMB2 SFRPI WNTSA WDRI
BASP1 CSEIL GLT8D3 IQGAPI NUCB1 PSMB3 SILI1 WNTSA
BATI CSRP1 GLUDI ISOC1 OLFML3 PSMB4 SLCIAS WNTSB
BBSI CSRP2 GM2A ITGA2 P4HA1 PSMBS5 SLC3A2 XPO1
BCATI1 CST3 GNPDAI ITGB4BP P4HB PSMD11 SND1 YKT6
BGN CTGF GNPNATI KPNBI PABPCI1 PSMD13 SNRPDI YWHAB
BLVRA CTHRCI1 GOT1 KRTI1 PABPC4 PSMDS SNRPE YWHAE
BPNTI CTSD GOT2 KRT14 PAFAHIBI PSMD6 SPOCK YWHAG
BTD CTSZ GPCl KRT2 PAFAHIB2 PSMD7 SPTANI1 YWHAH
Cl4orfl41 CYCS GPI KRT27 PAFAHIB3 PSME2 SPTBN4 YWHAQ
C1901f10 D4ST1 GREM1 KRT4 PAICS PTBP1 SRP9

Clorfs8 DAGI GRHPR KRTS PAM PTPRCAP SRPX

Clorf78 DCI GSR KRT6L PAPPA PTX3 SRPX2

CI1QBP DCN GSS KRT7 PARK7 PURA SSB

C18 DDAH2 GSTK1 KRT75 PARP1 PXDN STI3

C2lorf33 DDBI GSTOI KRT77 PARVA PYCRI ST6GAL2

CALR DDT GTPBP9 KRT9 PCBPI PYGB STATI

Tabla D5. 593 proteinas adicionales en medio condicionado por células troncales mesenquimatosas (CMM-MC)
Exosoma
La particula puede comprender en particular una vesicula. La particula puede comprender un exosoma.

Los Ejemplos describen el aislamiento del componente activo en la secrecién que confiere cardioproteccion frente al
dafio por reperfusion. El componente activo puede comprender un exosoma secretado por las células troncales
mesenquimatosas (CMM).

Los exosomas son vesiculas membranosas pequefias formadas en compartimientos endociticos tardios (cuerpos
multivesiculares) descritos por primera vez como secreciones de los reticulocitos, en 1983, y posteriormente se ha
encontrado que son secretados por muchos tipos celulares, incluyendo diversas células hematopoyéticas, tumores
de origen hematopoyético o no hematopoyético y células epitelialeszz. Son entidades diferentes del mas
recientemente descrito "complejo de ribonucleasa", también denominado exosoma>.

Los exosomas pueden definirse mediante parametros morfolégicos y bioquimicos (ver revisioneszz’24'35). De acuerdo
con ello, las particulas descritas en la presente memoria pueden comprender uno o mas de dichos parametros
morfoldgicos o bioquimicos.

Los exosomas se definen clasicamente como vesiculas "plateliformes" o una esfera aplanada que se encuentra
limitada por una bicapa lipidica con diametros de entre 40 y 100 nm y se forman por gemacién hacia el interior de la
membrana endosémica. Al igual que todas las vesiculas lipidicas y al contrario que los agregados de proteinas o los
fragmentos nucleosdémicos que son liberados por las células apoptéticas, los exosomas presentan una densidad de
entre ~1,13 y 1,19 g/ml y flotan en los gradientes de sacarosa. Los exosomas se encuentran enriquecidos en
colesterol y esfingomielina, y marcadores de balsa lipidica tales como GM1, GM3, flotilina y la src proteina cinasa
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Lyn sugieren que sus membranas se encuentran enriquecidas en balsas lipidicas.

Se ha examinado la composicion molecular de los exosomas de diferentes tipos celulares y de diferentes especies.
En general, los exosomas contienen proteinas ubicuas que aparentemente son comunes a todos los exosomas y
proteinas que son especificas de tipo celular. Ademas, las proteinas en los exosomas del mismo tipo celular pero de
diferente especie se encuentran altamente conservadas. Entre las proteinas ubicuas asociadas a exosomas se
incluyen proteinas citosélicas observadas en el citoesqueleto, por ejemplo tubulina, actina y proteinas de unién a
actina; fusiones y transporte de membranas intracelulares, por ejemplo anexinas y proteinas rab; proteinas de
transduccién de sefales, por ejemplo proteina cinasas, 14-3-3 y proteinas G heterotriméricas; enzimas metabdlicos,
por ejemplo peroxidasas, piruvato y lipido cinasas, y enolasa-1 y la familia de las tetraspaninas, por ejemplo CD9,
CD63, CD81 y CD82. Las tetraspaninas se encuentran altamente enriquecidas en exosomas y es conocido que
participan en la organizacion de grandes complejos moleculares y subdominios membranales.

Son ejemplos de proteinas especificas de tipo celular en los exosomas, las moléculas del CMH de clase Il en los
exosomas de las células que expresan CMH de clase Il, CD86 en exosomas derivadas de células dendriticas,
receptores de células T sobre exosomas derivadas de células T, etc. Notablemente los exosomas no contienen
proteinas de origen nuclear, mitocondrial, del reticulo endoplasmatico o del aparato de Golgi. Ademas, las altamente
abundantes proteinas de membrana plasmatica se encuentran ausentes en los exosomas que sugieren que no son
simplemente fragmentos de la membrana plasmatica. Muchas de las ubicuas proteinas asociadas a exosomas que
se han informado también se encuentran presentes en el perfil proteémico de la secrecion de las CMM-CMEh.

También es conocido que los exosomas contienen ARNm y microARN, que pueden derivarse de otra célula y
pueden ser funcionales en esta nueva localizacion®®. Las funciones fisiolégicas del exosoma siguen pobremente
definidas. Se cree que ayudan a erradicar las proteinas obsoletas, a reciclar proteinas, median en la transmisién de
particulas infecciosas tales como priones y virus, inducen resistencia del complemento, facilitan la comunicacion
célula-célula inmunolégica y transmiten sefializacion celular'?25283740 | 55 exosomas han sido utilizados en
inmunoterapia para el tratamiento del cancer™.

Usos de particulas procedentes de células troncales mesenquimatosas

La particula puede utilizarse como sustituto de una CMM o CMM-MC, tal como se ha indicado anteriormente. En
particular, la particula puede utilizarse para cualquiera de los fines terapéuticos en los que se estan utilizando
actualmente las CMM o CMM-MC, o para los que se podran utilizar en el futuro.

Resulta evidente que los procedimientos y las composiciones descritas en la presente memoria permiten la
produccién de particulas de células troncales mesenquimatosas. De esta manera, cualesquiera usos de las células
troncales mesenquimatosas se aplicaran igualmente a particulas de las células troncales mesenquimatosas.

Las células troncales mesenquimatosas y las células diferenciadas producidas mediante los procedimientos y
composiciones descritos en la presente memoria pueden utilizarse para, o para la preparacién de una composicion
farmacéutica destinada a, el tratamiento de una enfermedad. Esta enfermedad puede comprender una enfermedad
tratable mediante terapia regenerativa, incluyendo la insuficiencia cardiaca, enfermedades de la médula 6sea,
enfermedades de la piel, quemaduras, enfermedades degenerativas tales como la diabetes, la enfermedad de
Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, etc. y el cancer. De acuerdo con lo anterior, las particulas de las CMM
pueden utilizarse para tratar dichas enfermedades.

Las particulas de las células troncales mesenquimatosas tales como las preparadas segun los procedimientos y
composiciones descritos en la presente memoria puede utilizarse para una diversidad de fines comercialmente
importantes de investigacion, diagnosticos y terapéuticos.

Las particulas de las células troncales mesenquimatosas pueden utilizarse en particular para la preparaciéon de una
composicion farmacéutica para el tratamiento de una enfermedad. Dicha enfermedad puede comprender una
enfermedad tratable mediante terapia regenerativa, incluyendo la insuficiencia cardiaca, enfermedades de la médula
Osea, enfermedades de la piel, quemaduras, enfermedades degenerativas tales como la diabetes, la enfermedad de
Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, etc. y el cancer.

Las células troncales mesenquimatosas preparadas mediante los procedimientos y composiciones descritos en la
presente memoria presentan propiedades similares o idénticas a las de las células troncales mesenquimatosas
derivadas de la médula 6sea (CMM-MO). Por lo tanto, las células troncales mesenquimatosas y cualesquiera células
diferenciadas preparadas a partir de ellas, asi como las particulas derivadas a partir de ellas, pueden utilizarse en
cualquiera de las aplicaciones para las que es conocida la utilizacion de CMM-MO, o para las que resulta posible la
utilizacién de las mismas.

Enfermedades tratables con particulas de células troncales mesenquimatosas
El analisis del proteoma de las CMM demuestra que las proteinas expresadas participan en tres procesos bioldgicos:
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el metabolismo, la respuesta de defensa y la diferenciacion de tejidos, incluyendo la vascularizacion, la
hematopoyesis y el desarrollo esquelético. De acuerdo con lo anterior, las particulas de las CMM descritas en la
presente memoria pueden utilizarse para tratar enfermedades en las que estas funciones podrian participar, o cuya
reparacion o tratamiento implique una o mas cualesquiera de estos procesos biolégicos. De manera similar, las
proteinas expresadas por las CMM, individualmente o en combinacion, preferentemente en forma de particulas tal
como se indica en la presente memoria, pueden utilizarse para complementar, o sustituir, la actividad de las CMM o
de medios condicionados por las CMM, con el fin de, por ejemplo, el tratamiento o la prevenciéon de dichas
enfermedades.

Los 201 productos génicos expresados por las CMM se demuestra que activan importantes rutas de sefializacion en
biologia cardiovascular, desarrollo 6seo y hematopoyesis, tales como las rutas de Jak-STAT, MAPK, receptor de tipo
Toll, sefalizacién de TGF-beta y sefializacion de mTOR. De acuerdo con lo anterior, las particulas de las CMM, etc.,
pueden utilizarse para prevenir o tratar una enfermedad en la que participe cualquiera de dichas rutas de
sefializaciéon, o cuya etiologia implique uno o mas defectos en una o mas cualesquiera de dichas rutas de
sefializacion.

De acuerdo con lo anterior, dichas particulas pueden utilizarse para tratar la insuficiencia cardiaca, enfermedades de
la médula ésea, enfermedades de la piel, quemaduras y enfermedades degenerativas tales como la diabetes, la
enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y el cancer.

Dichas particulas también pueden utilizarse para tratar el infarto de miocardio, una herida cutanea, un trastorno
dermatoldgico, una lesion dermatolégica, dermatitis, soriasis, condiloma, verrugas, hemangiomas, queloides, cancer
de piel, dermatitis atdpica, enfermedad de Behcet, enfermedad granulomatosa cronica, linfoma cutaneo de células T,
ulceraciones, una condicion patoldgica caracterizada por una lesion inicial que induce inflamacion y desregulacion
inmunolégica que conduce al remodelado crénico de tejidos, incluyendo la fibrosis y la pérdida de funcion,
insuficiencia renal isquémica, fibrosis quistica, sinusitis y rinitis 0 una enfermedad ortopédica.

Las particulas pueden utilizarse para ayudar a la cicatrizacion de heridas, la reduccién de cicatrices, la formacion de
hueso, un injerto dseo o trasplante de médula dsea en un individuo.

A menos que el contexto indique lo contrario, la expresion "medio condicionado" debe considerarse que incluye no
s6lo medio de cultivo celular expuesto a CMM, asi como una composicidon que comprende uno O mas,
preferentemente sustancialmente la totalidad de los polipéptidos que se encuentran presentes en el medio
condicionado.

Las particulas también pueden utilizarse como fuentes para cualquiera de las proteinas secretadas o expresadas por
las CMM. Por lo tanto, es descrito un procedimiento para producir un polipéptido, tal como se muestra en cualquiera
de las Tablas D1 a D5, comprendiendo el procedimiento la obtenciéon de una particula tal como se describe, y el
aislamiento del polipéptido a partir de la particula.

Enfermedad cardiaca

Los procedimientos y las composiciones de particula de célula troncal mesenquimatosa descritos en la presente
memoria pueden utilizarse para el tratamiento o la prevencion de una enfermedad cardiaca.

La enfermedad cardiaca es una expresion general que cubre una diversidad de diferentes enfermedades que
afectan al corazén. En 2007 era la causa principal de muerte en los Estados Unidos, Inglaterra, Canada y Gales,
matando una persona cada 34 segundos sélo en los Estados Unidos. La enfermedad cardiaca incluye cualquiera de
las siguientes.

Enfermedad cardiaca coronaria

La enfermedad arterial coronaria es una enfermedad de las arterias causada por la acumulacion de placas
ateromatosas dentro de las paredes de las arterias que suministran al miocardio. La angina de pecho (dolor toracico)
y el infarto de miocardio (ataque al corazdn) son sintomas y condiciones causadas por enfermedad cardiaca
coronaria. Mas de 459.000 estadounidenses mueren de enfermedad cardiaca coronaria cada afio. En el Reino
Unido. se producen 101.000 muertes al afio debido a la enfermedad cardiaca coronaria.

Cardiomiopatia

La cardiomiopatia es el deterioro de la funcidon del miocardio (es decir, el musculo cardiaco mismo) por cualquier
motivo. Las personas que presentan cardiomiopatia con frecuencia se encuentran en riesgo de arritmias y/o muerte
cardiaca subita. Las cardiomiopatias extrinsecas, cardiomiopatias en las que la patologia primaria es exterior al
miocardio mismo, comprenden la mayoria de las cardiomiopatias. De lejos la causa mas frecuente de cardiomiopatia
es la isquemia.
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La Organizacion Mundial de la Salud cita como cardiomiopatias especificas: cardiomiopatia alcohdlica, enfermedad
arterial coronaria, enfermedad cardiaca congénita, enfermedades nutricionales que afectan al corazon,
cardiomiopatia isquémica, cardiomiopatia hipertensiva, cardiomiopatia valvular y cardiomiopatia inflamatoria.

También se incluyen:

cardiomiopatia secundaria a una enfermedad metabdlica sistémica.

Cardiomiopatias intrinsecas (debilidad del musculo del corazén que no se debe a una causa externa
identificable)

Cardiomiopatia dilatada (CMD, la forma mas comun y una de las indicaciones principales de trasplante de
corazon). En la CMD, el corazén (especialmente el ventriculo izquierdo) se encuentra agrandado y la funcién de
bombeo se encuentra disminuida.

Cardiomiopatia hipertréfica (CMH, un trastorno genético causado por diversas mutaciones en genes codificantes
de proteinas sarcoméricas). En la CMH, el musculo del corazén se encuentra engrosado, lo que puede obstruir el
flujo de sangre e impedir que el corazén funcione correctamente.

Cardiomiopatia ventricular derecha arritmogénica (CVDA, que aparece por una perturbacion eléctrica del corazén
en la que el musculo cardiaco es sustituido por tejido cicatricial fibroso. El ventriculo derecho generalmente es el
mas afectado).

Cardiomiopatia restrictiva (CMR, que es la cardiomiopatia mas comun. Las parees de los ventriculos son rigidas,
aunque pueden no estar engrosadas, y resisten el llenado normal del corazén con la sangre).

Cardiomiopatia no compactada: el ventriculo izquierdo no ha crecido correctamente desde el nacimiento y
presenta una apariencia esponjosa segun se aprecia en un ecocardiograma.

Enfermedad cardiovascular

La enfermedad cardiovascular es cualquiera de entre varias enfermedades especifica que afectan al corazén mismo
y/o al sistema de vasos sanguineos, especialmente a las venas y arterias que llevan al corazén y salen del mismo.
La investigacion sobre el dimorfismo de la enfermedad sugiere que las mujeres que sufren enfermedad
cardiovascular habitualmente sufren de formas que afectan a los vasos sanguineos, mientras los hombres
habitualmente sufren de formas que afectan al musculo del corazén mismo. Entre las causas conocidas o asociadas
a enfermedad cardiovascular se incluyen la diabetes mellitus, la hipertension, la hiperhomocisteinemia y la
hpercolesterolemia.

Entre los tipos de enfermedad cardiovascular se incluyen la ateroesclerosis.

Enfermedad cardiaca isquémica

La enfermedad cardiaca isquémica es una enfermedad del corazén mismo, caracterizada por un suministro reducido
d oxigeno a los érganos. Ello se produce cuando las arterias que suministran el oxigeno y los nutrientes se atoran y
el corazon no recibe suficiente oxigeno y nutrientes y finalmente acaba dejando de latir.

Insuficiencia cardiaca

La insuficiencia cardiaca, también denominada insuficiencia del corazén congestiva (o ICC) e insuficiencia cardiaca
congestiva, es una condicidén que puede resultar de cualquier trastorno cardiaco estructural o funcional que altera la
capacidad del corazén para llenarse o bombear una cantidad suficiente de sangre por el cuerpo. El cor pulmonale es
una insuficiencia del lado derecho del corazén.

Enfermedad cardiaca hipertensiva

La enfermedad cardiaca hipertensiva es una enfermedad cardiaca causada por una presiéon sanguinea elevada,
especialmente presion sanguinea elevada localizada. Entre las condiciones que pueden estar causadas por
enfermedad cardiaca hipertensiva se incluyen la hipertrofia ventricular izquierda, la enfermedad cardiaca congestiva,
la insuficiencia cardiaca (congestiva), la cardiomiopatia hipertensiva, las arritmias cardiacas, la enfermedad cardiaca
inflamatoria, etc.

La enfermedad cardiaca inflamatoria implica la inflamaciéon del musculo del corazén y/o del tejido circundante. La
endocarditis comprende la inflamacion de la capa interna del corazén, el endocardio. Las estructuras mas comunes
implicadas son las valvulas cardiacas.

Cardiomegalia inflamatoria. La miocarditis comprende la inflamacién del miocardio, la parte muscular del corazén.
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Enfermedad cardiaca valvular

La enfermedad cardiaca valvular es un proceso de enfermedad que afecta a una o mas valvulas del corazén. Las
valvulas en el lado derecho del corazén son la valvula tricispide y la valvula pulménica. Las valvulas en el lado
izquierdo del corazén son la valvula mitral y la valvula adrtica. Se encuentran incluidas la estenosis del a valvula
aortica, el prolapso de la valvula mitral y la cardiomiopatia valvular.

[El texto anteriormente indicado ha sido adaptado de Heart Disease (3 de febrero, 2009), en Wikipedia, The Free
Encyclopedia. Extraido 06:33, 20 de febrero de 2009, de
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Heart_disease&oldid=268290924].

Administracion de particulas

Las particulas tal como se describen en el presente documento pueden administrarse en el cuerpo humano o animal
mediante cualesquiera medios adecuados.

Por lo tanto, los presentes inventores describen un sistema de administracion para la administracion de particulas tal
como se describen en el presente documento en una célula diana, tejido, érgano, cuerpo animal o cuerpo humano, y
a procedimientos de utilizacion del sistema de administracién para administrar particulas en una diana.

El sistema de administracion puede comprender una fuente de particulas, tal como un recipiente que contiene las
particulas. El sistema de administracion puede comprender un dispensador para dispensar las particulas en una
diana.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, los presentes inventores proporcionan un sistema de administracion para
administrar una particula, que comprende una fuente de particulas tal como se describe en el presente documento
conjuntamente con un dispensador operable para administrar las particulas en una diana.

Los presentes inventores describen adicionalmente la utilizacion de dicho sistema de administracién en un método
de administracion de una particula en una diana.

Los sistemas de administracion para administrar fluidos en el cuerpo son conocidos en la técnica, y entre ellos se
incluyen la inyeccion, el goteo quirurgico, catéteres (incluyendo catéteres de perfusion), tales como los descritos en
la patente estadounidense n° 6.139.524, por ejemplo catéteres de administracion de farmaco tales como los
descritos en la patente estadounidense n° 7.122.019.

La administracion en los pulmones o vias nasales, incluyendo la administracion intranasal, puede llevarse a cabo
utilizando, por ejemplo, un spray nasal, inhaladores, etc., tales como los conocidos en la técnica (por ejemplo tal
como se muestra en la patente de disefio estadounidense n® D544.957).

La administracion en los rifiones puede llevarse a cabo utilizando un catéter de administracion renal intraadrtica, tal
como el descrito en la patente estadounidense n° 7.241.273.

Resultara evidente que la administracion particular deberia ser configurable para administrar la cantidad requerida
de particulas en el intervalo apropiado, con el fin de conseguir el tratamiento éptimo.

Las particulas pueden utilizarse, por ejemplo, para el tratamiento o la prevencion de la ateroesclerosis. En ésta, la
perfusién de particulas puede llevarse a cabo por via intravenosa para estabilizar las placas ateroescleréticas o
reducir la inflamacioén en las placas. Las particulas pueden utilizarse para el tratamiento o la prevencién del choque
séptico mediante perfusion intravenosa.

Las particulas pueden utilizarse para el tratamiento o la prevencion de la insuficiencia cardiaca. Lo anterior puede
llevarse a cabo mediante perfusion crénica intracoronaria o intramiocardica de particulas para retrasar el remodelado
o retrasar la insuficiencia cardiaca. Las particulas pueden utilizarse para el tratamiento o la prevencién de la
inflamacién pulmonar mediante la administracion intranasal.

Las particulas pueden utilizarse para el tratamiento o la prevencion de condiciones dermatoldgicas, por ejemplo la
soriasis. Puede utilizarse la administracion a largo plazo de particulas utilizando agujas de microinyeccion
transdérmica hasta la resolucion de la condicion.

Resultara evidente que el método de administracion dependera del 6érgano particular en el que deben administrarse
las particulas y el experto en la materia sera capaz de determinar qué medios utilizar de acuerdo con ello.

A titulo de ejemplo, en el tratamiento de la inflamacion cardiaca, las particulas pueden administrarse en, por ejemplo,
el tejido cardiaco (es decir, el miocardio, el pericardio o el endocardio) mediante inyeccién intracoronaria directa a
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través de la pared toracica o utilizando procedimientos basados en un catéter percutaneo estandar bajo guia
fluoroscoépica para la inyeccion directa en un tejido tal como el miocardio o la infusién de un inhibidor a partir de un
stent o catéter que se inserta en una luz corporal.

Puede utilizarse cualquiera de entre una diversidad de catéteres coronarios, o catéteres de perfusion, para
administrar el compuesto. Alternativamente, puede recubrirse o impregnarse con las particulas un stent que se
introduce en un vaso coronario.

Regeneracion de tejidos

Las células troncales mesenquimatosas y las células diferenciadas preparadas segun los procedimientos y
composiciones descritos en la presente memoria y las particulas derivadas de las mismas también pueden utilizarse
para la reconstitucién o la regeneracion de tejidos en un paciente humano que lo requiere. Las células se
administran de una manera que les permita injertarse en el sitio de tejido pretendido y reconstituyan o regeneren el
area funcionalmente deficiente.

Por ejemplo, los procedimientos y las composiciones descritas en la presente memoria pueden utilizarse para
modular la diferenciaciéon de las células troncales. Las células troncales mesenquimatosas y las células
diferenciadas y particulas derivadas de las mismas pueden utilizarse para la ingenieria de tejidos, tal como para el
crecimiento de injertos en la piel. La modulacion de la diferenciacion de las células troncales puede utilizarse para la
bioingenieria de 6rganos o tejidos artificiales, o para prétesis, tal como stents.

Cancer

Las células troncales mesenquimatosas y células diferenciadas preparadas mediante los procedimientos y las
composiciones descritas en la presente memoria y las particulas derivadas de los mismos pueden utilizarse para el
tratamiento del cancer.

Los términos "cancer" y "canceroso" se refieren o describen la condicion fisiolégica en mamiferos que tipicamente se
caracteriza por un crecimiento celular no regulado. Entre los ejemplos de cancer se incluyen, aunque sin limitacion,
carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia.

Entre los ejemplos mas particulares de dichos canceres se incluyen el cancer de células escamosas, el cancer
pulmonar de células pequefias, el cancer pulmonar de células no pequefas, el cancer gastrico, el cancer
pancreatico, los tumores de células gliales tales como el glioblastoma y la neurofibromatosis, el cancer cervical, el
cancer ovarico, el cancer hepatico, el cancer de vejiga, el hepatoma, el cancer de mama, el cancer de colon, el
cancer colorrectal, el carcinoma endometrial, el carcinoma de glandulas salivares, el cancer de rifién, el cancer renal,
el cancer de prostata, el cancer vulvar, el cancer de tiroides, el carcinoma hepatico y diversos tipos de cancer de
cabeza y cuello. Son ejemplos adicionales de cancer de tumor soélido, el cancer de colon, el cancer de mama, el
cancer de pulmon y el cancer de prostata, los tumores hematopoyéticos malignos, incluyendo las leucemias y los
linfomas, la enfermedad de Hodgkin, la anemia aplasica, el cancer de piel y la poliposis adenomatosa familiar. Entre
los ejemplos adicionales se incluyen los neoplasmas cerebrales, los neoplasmas colorrectales, los neoplasmas de
mama, los neoplasmas de cérvix, los neoplasmas oculares, los neoplasmas hepaticos, los neoplasmas de pulmoén,
los neoplasmas pancredticos, los neoplasmas ovaricos, los neoplasmas prostaticos, los neoplasmas de piel, los
neoplasmas testiculares, los neoplasmas, los neoplasmas de hueso, los neoplasmas trofoblasticos, los neoplasmas
de tubo de Falopio, los neoplasmas rectales, los neoplasmas coldnicos, los neoplasmas de rifién, los neoplasmas de
estébmago y los neoplasmas paratiroideos. También se encuentran incluidos el cancer de mama, el cancer de
préstata, el cancer pancreatico, el cancer colorrectal, el cancer de pulmén, el melanoma maligno, la leucemia, el
linfoma, el cancer ovarico, el cancer cervical y el carcinoma del tracto biliar.

Las células troncales mesenquimatosas y las células diferenciadas preparadas segun los procedimientos y las
composiciones descritas en la presente memoria también pueden utilizarse en combinacién con agentes anticancer
tales como la endostatina y la angiostatina o agentes citotéxicos o agente quimioterapéutico. Por ejemplo, farmacos
tales como la adriamicina, la daunomicina, el cis-platino, el etopdsido, el taxol, el taxotere y los alcaloides, tales
como vincristina, y antimetabolitos tales como el metotrexato. La expresion "agente citotéxico" tal como se utiliza en
la presente memoria se refiere a una sustancia que inhibe o previene la funcién de las células y/o causa la
destruccion de las células. La expresion pretende incluir isétopos radioactivos (por ejemplo |, Y y Pr), agentes
quimioterapéuticos y toxinas, tales como toxinas enzimaticamente activas de origen bacteriano, fungico, vegetal o
animal, o fragmentos de las mismas.

Ademas, la expresion incluye productos oncogénicos/inhibidores de tirosina cinasa, tales como las ansamicinas
biciclicas dadas a conocer en el documento n® WO 94/22867; derivados de acido 1,2-bis(arilamino)benzoico dados a
conocer en la patente n°® EP 600832; derivados de 6,7-diamino-ftalazin-1-ona dados a conocer en la patente n°® EP
600831; derivados 4,5-bis(arilamino)-ftalimida dados a conocer en la patente n°® EP 516598, o péptidos que inhiben
la unién de una tirosina cinasa a una proteina de sustrato que contiene SH2 (ver el documento n°® WO 94/07913, por
ejemplo). Un "agente quimioterapéutico” es un compuesto quimico util en el tratamiento del cancer. Entre los
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ejemplos de agentes quimioterapéuticos se incluyen adriamicina, doxorrubicina, 5-fluorouracilo (5-FU), citosina
arabinédsido (Ara-C), ciclofosfamida, tiotepa, busulfan, citoxina, taxol, metotrexato, cisplatino, melfalan, vinblastina,
bleomicina, etopédsido, ifosfamida, mitomicina C, mitoxantrona, vincristina, VP-16, vinorelbina, carboplatino,
tenipésido, daunomicina, carminomicina, aminopterina, dactinomicina, mitomicinas, nicotinamida, esperamicinas (ver
la patente US n° 4.675.185), melfaldn y otras mostazas nitrogenadas relacionadas, y terapias endocrinas (tales
como dietilestilbestrol (DES), tamoxifeno, farmacos antagénicos de LHRH, progestinas, antiprogestinas, etc.).

Obtencién de células troncales mesenquimatosas (CMM)

Las particulas descritas en la presente memoria pueden aislarse o producirse a partir de medio condicionado por
células troncales mesenquimatosas (CMM-MC). Las CMM adecuadas para la utilizacién en la producciéon de medio
condicionado y particulas pueden prepararse mediante cualquier método conocido en la técnica.

En particular, las CMM pueden prepararse mediante la propagacién de una célula obtenida mediante dispersion de
una colonia de células troncales embrionarias (CME) o un descendiente de las mismas, en ausencia de cocultivo en
un medio sin suero que comprende FCF2. Lo anterior se describe en detalle en las secciones posteriores.

Los procedimientos de la técnica anterior para obtener células troncales mesenquimatosas (CMM) o células
similares a CMM a partir de CMEh implica la transfeccién de un gen de telomerasa transcriptasa inversa humana
(TTlh) en CMEh en diferenciacion (Xu et al., 2004) o el cocultivo con una linea celular de ratén OP9 (Barberi et al.,
2005). La utilizacién de material genético exégeno y células de ratdn en estos protocolos de derivaciéon plantea
riesgos inaceptables de tumorigenicidad o infeccion por agentes infecciosos xenozodticos.

Por lo tanto, las particulas pueden prepararse a partir de CMM derivadas mediante la utilizaciéon de un protocolo
clinicamente relevante y reproducible para aislar poblaciones de CMM similares o idénticas (tal como homogéneas)
a partir de CMEh en diferenciacion. En general, el procedimiento comprende dispersar una colonia de células
troncales embrionarias (CE) en las células. A continuacion, las células se siembran en placa y se propagan. Las
células se propagan en ausencia de cocultivo en un medio sin suero que comprende factor de crecimiento
fibroblastico 2 (FCF2) con el fin de obtener células troncales mesenquimatosas (CMM).

De esta manera, el protocolo no requiere suero, la utilizacion de células de ratébn o manipulaciones genéticas, y
requiere menos manipulaciones y tiempo y, por lo tanto, es altamente escalable.

El protocolo puede utilizarse para el aislamiento de CMM a partir de diferentes lineas de CMEh. Las CMM derivadas
de células ME humanas (CMM-CMEh) obtenidas mediante los procedimientos y las composiciones descritas en la
presente memoria son notablemente similares a las CMM derivadas de médula ésea (CMM-MO).

El cultivo de células troncales embrionarias puede comprender un cultivo de células troncales embrionarias humanas
(CMEh).

Un procedimiento para generar células troncales mesenquimatosas (CMM) puede comprender la tripsinizacion y
propagacion de CMEh sin apoyo de células nodriza en medios complementados con FCF2 y opcionalmente FCDP
AB antes de la separacion de células CD105°CD24 .

El procedimiento puede comprender la separacién de las células CD105*, CD24™ a partir de CMEh tripsinizadas una
semana después de la propagacion sin células nodriza en un medio complementado con FCF2 y opcionalmente
FCDP AB, generando un cultivo de células CMM-CMEh en el que por lo menos algunas, tal como sustancialmente
todas, o todas las células son similares o idénticas (tal como homogéneas) entre si.

Las CMM producidas mediante este procedimiento pueden utilizarse para producir medio condicionado por células
troncales mesenquimatosas (CMM-MC), a partir del cual pueden aislarse las particulas.

Desagregacion de colonias de células troncales embrionarias

Un procedimiento para producir células troncales mesenquimatosas puede comprender dispersar o desagregar una
colonia de células troncales embrionarias en células.

Los ejemplos de colonias de células troncales embrionarias que no se encuentran comprendidas dentro del alcance
de la presente invencion comprenden una colonia de ES9hu (Cowan CA, Klimanskaya |., McMahon J., Atienza J.,
Witmyer J. et al., Derivation of embryonic stem-cell lines from human blastocysts, N. Engl. J. Med. 350:1353-1356,
2004) o una colonia de CME H1 (Thomson J.A., ltskovitz-Eldor J., Shapiro S.S., Waknitz M.A., Swiergiel J.J. et al.,
Embryonic Stem Cell Lines Derived from Human Blastocysts, Science 282:1145-1147, 1998).

Las células en la colonia pueden desagregarse o dispersarse en grado sustancial, es decir, por lo menos en grupos.

La colonia puede desagregarse o dispersarse hasta el punto en que todas las células en la colonia estan separadas,
es decir, la colonia se encuentra completamente desagregada.
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La desagregacion puede llevarse a cabo con un agente dispersante.

El agente dispersante puede ser cualquier especie capaz de separar mutuamente por lo menos algunas células
troncales embrionarias en una colonia. El agente dispersante puede comprender un reactivo que altere la adhesion
entre células en una colonia, o entre células y un sustrato, o ambos. El agente dispersante puede comprender una
proteasa.

El agente dispersante puede comprender tripsina. El tratamiento con tripsina puede durar, por ejemplo,
aproximadamente 3 minutos a 37 grados C. A continuacion, las células pueden neutralizarse, centrifugarse y
resuspenderse en medio antes de sembrarlas en placa.

El procedimiento puede comprender dispersar una placa confluyente de células troncales embrionarias humanas
con tripsina y sembrar en placa las células.

La desagregacion puede comprender por lo menos algunas de la secuencia de etapas siguientes: aspiracion,
enjuague, tripsinizacion, incubacioén, desprendimiento, desactivacion, resiembra y divisién en alicuotas. El protocolo
siguiente ha sido adaptado de Hedrick Lab, UC San Diego (http://hedricklab.ucsd.edu/Protocol/COSCell.html).

En la etapa de aspiracién, se aspira el medio o en general se elimina del recipiente, tal como un matraz. En la etapa
de enjuague, las células se enjugan con un volumen, por ejemplo 5 a 10 ml, de un medio tamponado, que se
encuentra libre de Ca®* y Mgz+. Por ejemplo, las células pueden enjuagarse con PBS sin calcio ni magnesio. En la
etapa de tripsinizacion se afiade una cantidad de agente dispersante en tampodn al recipiente y se hace rodar el
recipiente para recubrir la superficie en crecimiento con la solucién de agente dispersante. Por ejemplo puede
afiadirse a un matraz 1 ml de tripsina en BSS de Hank.

En la etapa de incubacion, las células se dejan durante algun tiempo a una temperatura constante. Por ejemplo, las
células pueden dejarse a 37°C durante unos cuantos minutos (por ejemplo 2 a 5 minutos). En la etapa de
desprendimiento, las células pueden desprenderse mediante accidn mecanica, por ejemplo raspando o golpeando el
lado del recipiente con una mano. Las células deberian desprenderse en laminas y caer deslizandose por la
superficie.

En la etapa de desactivacion, se afiade al matraz un volumen de medio. El medio puede comprender un agente
neutralizador para detener la accion del agente dispersante. Por ejemplo, en el caso de que el agente dispersante
sea una proteasa, tal como tripsina, el medio puede contener una proteina, tal como una proteina del suero, que
reducira la actividad de la proteasa. En un ejemplo particular, se afiaden al matraz 3 ml de medio de cultivo celular
que contiene suero hasta alcanzar un total de 4 ml. Las células pueden pipetearse para desprenderlas o
dispersarlas.

En la etapa de resiembra, las células son nuevamente sembradas en recipientes de cultivo nuevos y se afade
medio fresco. Pueden prepararse varias resiembras a diferentes proporciones de division. Por ejemplo, las células
pueden sembrarse nuevamente a una dilucion 1/15 y a una dilucién 1/5. En un ejemplo particular, las células pueden
resembrarse mediante la adicion de 1 gota de células a un matraz de 25 cm? y 3 gotas en otro para resembrar el
cultivo y después anadirse 7 a 8 ml de medio a cada uno hasta alcanzar la diluciéon 1/15 y la dilucién 1/5 en por
ejemplo un matraz de 75 cm? En la etapa de divisién en alicuotas, las células pueden dividirse en alicuotas en
nuevas placas o en la proporcion de divisién deseada, y anadirse medio.

El procedimiento puede incluir las etapas siguientes: en primer lugar se cultivan células ME humanas suspendidas
de manera no adherente para formar cuerpos embrionarios (CE). A continuacion, se tripsinizan CE de 5 a 10 dias de
edad antes de sembrarlos como células adherentes sobre placas de cultivo de tejidos recubiertas con gelatina.

Mantenimiento como cultivo celular

Las células desagregadas pueden sembrarse en placa y mantenerse en forma de cultivo celular.

Las células pueden sembrarse en un recipiente o sustrato de cultivo, tal como una placa gelatinizada. Resulta crucial
que las células crezcan y se propaguen en ausencia de cocultivo, por ejemplo en ausencia de células nodriza.

Las células en el cultivo celular pueden cultivarse en medio sin suero que se complementa con uno o mas factores
de crecimiento, tales como factor de crecimiento fibroblastico 2 (FCF2) y opcionalmente factor de crecimiento
derivado de plaquetas AB (FCDP AB), por ejemplo a una concentracion de 5 ng/ml. Las células en el cultivo celular
pueden dividirse o subcultivarse 1:5 al llegar a la confluencia, mediante tratamiento con tripsina, lavarse y sembrarse
nuevamente.
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Ausencia de cocultivo

Las células pueden cultivarse en ausencia de cocultivo. El término "cocultivo" se refiere a una mezcla de dos o mas
tipos diferentes de células que se cultivan conjuntamente, por ejemplo células nodriza estromales.

De esta manera, en un cultivo celular de CE tipico, la superficie interna de la placa de cultivo habitualmente se
recubre con una capa nodriza de células de piel embrionarias de ratén que han sido tratadas de manera que no se
dividan. La capa nodriza proporciona una superficie adherente que permite que se adhieran y crezcan las células
ME. Ademas, las células nodriza liberan nutrientes al medio de cultivo que son necesarios para el crecimiento celular
de las ME. En los procedimientos y las composiciones descritos en la presente memoria, las células CE y CMM
pueden cultivarse en ausencia de dicho cocultivo.

Las células pueden cultivarse en forma de monocapa o en ausencia de células nodriza. Las células troncales
embrionarias pueden cultivarse en ausencia de células nodriza para establecer células troncales mesenquimatosas
(CMM).

Las células troncales embrionarias disociadas o desagregadas pueden sembrarse directamente sobre un sustrato de
cultivo. El sustrato de cultivo puede comprender un recipiente de cultivo de tejidos, tal como una placa de Petri. El
recipiente puede pretratarse. Las células pueden sembrarse sobre, y crecer en, una placa de cultivo de tejidos
gelatinizada.

A continuacién se proporciona un protocolo de ejemplo para el recubrimiento con gelatina de las placas. Se prepara
una solucién de gelatina al 0,1% en agua destilada y se autoclava. Puede almacenarse a temperatura ambiente. El
fondo de la placa de cultivo de tejidos se cubre con la solucién de gelatina y se incuba durante 5 a 15 minutos. Se
retira la gelatina y las placas estan listas para utilizar. Deberia afiadirse medio antes de afadir las células para evitar
la lisis hipoténica.

Medio sin suero

Las células troncales embrionarias disociadas o desagregadas pueden cultivarse en un medio que puede
comprender un medio sin suero.

La expresion "medio sin suero" puede comprender medio de cultivo celular sin proteinas séricas, por ejemplo suero
de feto bovino. Los medios sin suero son conocidos en la técnica y se describen en, por ejemplo, las patentes US n°
5.631.159 y n° 5.661.034. Los medios sin suero se encuentran disponibles comercialmente de, por ejemplo, Gibco-
BRL (Invitrogen).

Los medios sin suero pueden encontrarse libres de proteinas, en el aspecto de que no presenten proteinas,
hidrolizados y componentes de composicion desconocida. Los medios sin suero pueden comprender medios
definidos quimicamente en los que todos los componentes presentan una estructura quimica conocida. Los medios
sin suero deifnidos quimicamente resultan ventajosos ya que proporcionan un sistema completamente definido que
elimina la variabilidad, permite una mejor reproducibilidad y un rendimiento mas consistente, y reduce la posibilidad
de contaminacion por agentes adventicios.

Los medios sin suero pueden comprender medio DMEM Knockout (Invitrogen-Gibco, Grand Island, New York).
Los medios sin suero pueden complementarse con uno o0 mas componentes, tales como medios de sustitucién del
suero, a una concentracion de, por ejemplo, 5%, 10%, 15%, etc. Los medios sin suero pueden comprender o

complementarse con medio de sustitucion de suero al 10% de Invitrogen-Gibco (Grand Island, New York).

Factor de crecimiento

El medio sin suero en el que se cultivan las células embrionarias disociadas o desagregadas puede comprender uno
o mas factores de crecimiento. Se conocen de la técnica varios factores de crecimiento, incluyendo FCDP, FCE,
FCT-a, FCF, FCN, eritropoyetina, FCT-f, FCI-l y FCI-II.

El factor de crecimiento puede comprender factor de crecimiento fibroblastico 2 (FCF2). EI medio puede contener
ademas otros factores de crecimiento, tales como factor de crecimiento derivado de plaquetas AB (FCDP AB). Estos
dos factores de crecimiento son conocidos en la técnica. El procedimiento puede comprender el cultivo de células en
un medio que comprende tanto FCF2 como FCDP AB.

Alternativamente, o adicionalmente, el medio puede comprender o comprender ademas factor de crecimiento
epidérmico (FCE). La utilizaciéon de FCE puede incrementar el crecimiento de las CMM. El FCE puede utilizarse a
cualquier concentracién adecuada, por ejemplo 5 a 10 ng/ml de FCE. El FCE puede utilizarse en sustitucién de
FCDP. El FCE es una proteina bien conocida de la técnica y se hace referencia al mismo como FCE, URG, Entrez
1950, HUGO 3229, OMIM 131530, RefSeq NM_001963, UniProt P01133.

38



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2537516713

De esta manera, se da a conocer la utilizacion de medios que comprenden: (i) FCF2, (ii) FCF2 y FCDP, e (iii) FCF2 y
FCE y otras combinaciones.

El factor FCF2 es un factor mitogénico, angiogénico y neurotréfico de amplio espectro que se expresa a nivel bajo en
muchos tejidos y tipos celulares y alcanza concentraciones elevadas en el cerebro y la pituitaria. Se ha implicado el
factor FCF2 en una multitud de procesos fisioldgicos y patolégicos, incluyendo el desarrollo de extremidades, la
angiogénesis, la cicatrizacion de heridas y el crecimiento de tumores. El factor FCF2 puede obtenerse
comercialmente, por ejemplo de Invitrogen-Gibco (Grand Island, New York).

El factor de crecimiento derivado de plaquetas (FCDP) es un potente mitdgeno para un amplio abanico de tipos
celulares, incluyendo fibroblastos, musculo liso y tejido conectivo. El factor FCDP, que esta compuesto de un dimero
de dos cadenas denominadas cadena A y cadena B, puede encontrarse presente en forma de homodimeros AA o
BB o como heterodimero AB. El factor FCDP AB humano es una proteina homodimérica de 25,5 kDa que consiste
de una cadena A de 13,3 kDa y una cadena B de 12,2 kDa. El factor FCDP AB puede obtenerse comercialmente,
por ejemplo de Preprotech (Rocky Hill, New Jersey).

El factor o los factores de crecimiento, tales como FCF2 y opcionalmente FCDP AB, pueden encontrarse presentes
en el medio a concentraciones de aproximadamente 100 pg/ml, al como aproximadamente 500 pg/ml, tal como
aproximadamente 1 ng/ml, tal como aproximadamente 2 ng/ml, tal como aproximadamente 3 ng/ml, tal como
aproximadamente 4 ng/ml, tal como aproximadamente 5 ng/ml. El medio puede contener FCF a una concentracion
de aproximadamente 5 ng/ml. El medio puede contener ademas FCDP AB, tal como a una concentracién de
aproximadamente 5 ng/ml.

Divisién de células

Las células en cultivo generalmente continuaran creciendo hasta la confluencia, cuando la inhibiciéon por contacto
provocara el cese de la division y crecimiento celulares. Dichas células a continuacién pueden disociarse del
sustrato o matraz y "dividirse" o subcultivarse, mediante dilucion en medio de cultivo de tejidos y sembrarse
nuevamente.

Por lo tanto, los procedimientos y las composiciones descritas en la presente memoria comprenden la division o
subcultivo durante el cultivo. Las células en el cultivo celular pueden dividirse en una proporciéon de 1:2 6 mas, tal
como 1:3, tal como 1:4, 1:5 6 mas. El término "pase" se refiere al procedimiento que consiste en extraer una alicuota
de un cultivo confluyente de una linea celular, inocular en medio fresco y cultivar la linea hasta alcanzar la
confluencia o la saturacién.

Etapa de seleccién, cribado o separacion

El procedimiento puede comprender ademas una etapa de seleccidon o separacion, para aislar o seleccionar
adicionalmente las células troncales mesenquimatosas.

La etapa de seleccion o separacion puede comprender la seleccion de células troncales mesenquimatosas (CMM)
del cultivo celular mediante uno o mas marcadores antigénicos de superficie. La utilizacion de una etapa de
seleccién o separacion incrementa adicionalmente la astringencia de la separacion y la especificidad de la seleccion
para CMM y ademas reduce potencialmente la posible contaminacién por células troncales embrionarias tales como
CMEh y otros derivados de CMEh del material de partida. Lo anterior reduciria el riesgo de formacion de teratomas e
incrementaria adicionalmente la relevancia clinica del protocolo descrito por los presentes inventores.

Se conocen varios procedimientos para la seleccion o separacion basada en la expresion de antigenos, y puede
utilizarse cualquiera de ellos en la etapa de seleccidon o separacion descrita en la presente memoria. La seleccion o
separacion puede llevarse a cabo mediante separacion celular activada por fluorescencia (SCAF). De esta manera,
tal como es conocido en la técnica, la SCAF implica exponer las células a un informador, tal como un anticuerpo
marcado, que se une y marca los antigenos expresados por la célula. Los procedimientos de produccion de
anticuerpos y el marcaje de los mismos para formar informadores son conocidos en la técnica y se describen en, por
ejemplo, Harlow y Lane. A continuacion, las células se pasan por un aparato de FACS, que separa las células unas
de otras basandose en el marcaje. Alternativamente, o adicionalmente, puede utilizarse la separacion celular
magnética (SCM) para separar las células.

Se ha comprobado que, aunque es conocido que varios antigenos de superficie candidatos se encuentran asociados
a las CMM, por ejemplo CD105, CD73, ANPEP, ITGA4 (CD49d), PDGFRA, algunos de los antigenos de superficie
asociados a CMM, por ejemplo CD29 y CD49e también se expresan a nivel elevado en células ME tales como las
CMEh y su expresion ha sido verificada mediante analisis de SCAF. La asociacién de un antigeno de superficie y
CMM puede no ser suficiente para que el antigeno se considere un marcador seleccionable para el aislamiento de
CMM respecto de células ME tales como las CMEh. De acuerdo con lo anterior, la etapa de seleccion o separacion
puede utilizarse antigenos que se expresan diferencialmente en células CMM y en células ME.
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La etapa de seleccion o separacion del procedimiento de los presentes inventores puede seleccionar positivamente
las células troncales mesenquimatosas basandose en la expresidon de antigenos. Estos antigenos pueden
identificarse mediante, por ejemplo, la comparacion de los perfiles de expresion génica de las CMEh y las CMM-
CMEh. La selecciéon o separacion puede utilizar especificamente cualquiera de los antigenos mostrados en las
Tablas E1A y E1B, posteriormente.

La etapa de seleccion o separacion del procedimiento de los presentes inventores puede seleccionar positivamente
las células troncales mesenquimatosas basandose en la expresion de antigenos que se identifican como expresados
sobre las CMM pero no expresados sobre células ME tales como las CMEh.

CD73 se expresa a nivel elevado sobre las CMM, mientras que no se expresa a nivel elevado sobre las CMEh.
Tanto CD73 como CD105 son antigenos de superficie expresados a nivel elevado en las CMM y son de entre los 20
antigenos de superficie con un nivel de expresion mas elevado en las CMEh-CMM en comparacion con las CMEh; la
utilizacién de CD73 6 CD105 (o ambos) como marcador seleccionable para las CMM putativas resultaré igualmente
eficaz en la seleccion de las CMM putativas generadas mediante la diferenciacion de las CMEh.

Alternativamente, o adicionalmente, la etapa de seleccion o separacion puede seleccionar negativamente antigenos
basandose en los antigenos de superficie que se expresan a nivel elevado sobre las células troncales embrionarias
(células ME) tales como las CMEh pero no sobre las células troncales mesenquimatosas, por ejemplo las CMM-
CMEh. La seleccion o la separacién puede basarse en antigenos de superficie especificos de CMEh conocidos o
previamente identificados, tales como MIBP, ITGB1BP3 y PODXL, y CD24.

El analisis de SCAF confirma la expresiéon de CD24 sobre CMEh pero no sobre las CMM-CMEh. Por lo tanto, CD24
puede utilizarse como marcador de seleccién o separacion negativa, solo o conjuntamente con CD105 como
marcador seleccionable positivo para el aislamiento de CMM putativas respecto de los cultivos de CMEh.

Ejemplos

Las células troncales mesenquimatosas (CMM) procedentes de médula 6sea humana han emergido como uno de
los tipos de célula madre mas prometedores para el tratamiento de las enfermedades cardiovasculares (Pittenger y
Martin, 2004). Aunque los efectos terapéuticos de las CMM autélogos se han atribuido a su potencial para
diferenciarse en muchos tipos celulares reparadores o de sustitucién diferentes, tales como cardiomiocitos, células
endoteliales y células lisas vasculares (Minguell y Erices, 2006; Zimmet y Hare, 2005), todavia no se ha establecido
cual es la eficiencia de diferenciacion de las CMM trasplantadas en un numero terapéuticamente relevante de
células reparativas funcionales en tejidos lesionados.

Algunos informes recipientes sugieren que algunos de dichos efectos reparadores se encuentran mediados por
factores paracrinos secretados por las CMM (Caplan y Dennis, 2006a; Gnechi et al., 2005; Gnecchi et al., 2006;
Schafer y Northoff, 2008). Esta hipétesis paracrina introduce una dimensién radicalmente diferente a la utilizacion de
las células troncales, en particular de las CMM, en medicina regenerativa. Entre los potenciales mecanismos de las
acciones paracrinas de las CMM se incluyen la capacidad regenerativa endégena, la angiogénesis y arteriogénesis,
la atenuacion del remodelado y la reduccién de la apoptosis. En el caso de que los efectos terapéuticos de las CMM
se encuentren mediados parcialmente por sus secreciones, el repertorio de las terapias basadas en células
troncales podria extenderse mediante la aplicacion de los factores secretados por las mismas. Dicho enfoque
potencialmente podria proporcionar una opcién terapéutica basada en CMM lista para utilizar, lo que es un requisito
para la proteccion rapida frente al dafio por reperfusion en pacientes con IM agudo, a un coste econémico y con
excelente control de la calidad y consistencia.

En apoyo de la hipétesis paracrina, muchos estudios han identificado la presencia de citocinas, quimiocinas y
factores de crecimiento que potencialmente podrian reparar los tejidos cardiacos lesionados, principalmente
mediante el crecimiento y regeneracion de tejidos cardiacos y vasculares (Caplan y Dennis, 2006b; Liu y Hwang,
2005). Los presentes inventores apoyaron adicionalmente esta hipétesis mediante la realizacion del primer analisis
protedmico en profundidad de la secrecion paracrina de las CMM (Sze et al., 2007). Lo anterior resulté facilitado por
la derivacion de los presentes inventores de cultivos de CMM altamente expandibles e idénticos a partir de CME
humanas (Lian et al., 2007) y la utilizaciéon de un medio definido quimicamente para cultivar las células y recolectar
la secrecioén en el medio condicionado (MC).

Inesperadamente, muchas de las proteinas secretadas eran proteinas intracelulares y no es conocido que sean
secretadas o transportadas a través de la membrana plasmatica. El analisis computacional del secretoma predijo
que colectivamente el secretoma presenta el potencial de reparar tejidos dafiados, tales como el dafio por isquemia
miocardica/reperfusion (IM/R) (Sze et al., 2007).

Para someter a ensayo la prediccién computacional, se administré la secrecién en forma de MC en un modelo de

cerdo del dafio por IM/R (Timmers et al., 2008). Durante la isquemia miocardica causada por oclusion de una arteria
coronaria, la terapia de reperfusién es actualmente la modalidad de tratamiento mas eficaz. Sin embargo, la
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reperfusion que implica la apertura de la arteria bloqueada para restaurar el flujo sanguineo o reperfusion también
induce el dafio a los tejidos isquémicos recién perfundidos (Saraste et al., 1997). Por lo tanto, la efectividad de la
terapia de reperfusién podria mejorarse en gran medida si el dafio por reperfusion pudiese neutralizarse
inmediatamente en el punto de reperfusién. Al administrar el MC por via intracoronaria en el modelo de cerdo de
dafo por IM/R inmediatamente después de la reperfusion, se produjo una reduccion de 60% del infarto de miocardio,
conservacion de la funcion cardiaca y estrés oxidativo reducida incluso tan sélo 4 horas después de la reperfusion.
Lo anterior confirmo que la secrecién paracrina de las CMM puede mejorar el dafio por IM/R en un modelo animal
clinicamente relevante (Timmers et al., 2008).

Sin embargo, el mecanismo por el que la secrecion media en este efecto inmediato sobre el dafio por IM/R no esta
claro. Resulta evidente que la inmediatez de este efecto protector excluye el proceso relativamente prolongado de
regeneracion de los tejidos como parte del mecanismo. Ademas, muchas de las proteinas secretadas son proteinas
intracelulares y no es conocido que crucen las membranas plasmaticas con facilidad. Para entender mejor los
efectos paracrinos de las CMM, se fracciond sistematicamente el MC utilizando membranas con diferentes valores
de corte de peso molecular (VCPM) con el fin identificar y obtener un perfil de la composicién de la fraccién activa.
Se ha demostrado anteriormente que el MC que filtraba a través de una membrana de 0,2 ym pero no una con un
VCPM de 1.000 kDa era cardioprotector (Timmers et al., 2008). Sin embargo, el MC parcialmente concentrado a
través de una membrana con VCPM de 1.000 kDa era cardioprotector. Lo anterior sugiere que el efecto
cardioprotector esta mediado por complejos de gran tamario, con diametros de entre 50 y 100 nm.

En la presente memoria se extiende la lista de la que se informa anteriormente de proteinas en la secrecion a
proteinas >700 y entre estas proteinas se incluyen muchas proteinas observadas comiunmente en los exosomas. Se
ha identificado ademas la presencia de ARN (<300 nt) en la secrecién. Ademas, las proteinas y el ARN se
encontraban encapsulados en vesiculas fosfolipidicas y las Unicas particulas detectables en la secrecion dentro del
intervalo de radios hidrodinamicos (r») de 1 a 1.000 nm eran de r,=45 a 55 nm. Estas particulas eluyeron como un
unico pico en el fraccionamiento de HPLC. Conjuntamente, estos estudios demuestran que el complejo
cardioprotector de gran tamario en la secrecidon presenta muchas de las caracteristicas distintivas de un exosoma,
conduciendo a la hipotesis de los presentes inventores de que el componente cardioprotector que es activo en la
secrecién es un exosoma.

Ejemplo comparativo 1. Materiales y métodos: preparacion de CMM-MC

Los protocolos para la generacion de CMM y la preparacion de MC han sido descritos anteriormente™ '°.

Brevemente, un medio de cultivo sin suero definido quimicamente se condicioné con CMM derivadas de células
troncales embrionarias humanas (CMEh) utilizando un protocolo clinicamente aceptado. Se generaron tres cultivos
fenotipicamente similares a CMM policlonales cariotipicamente estables, que no expresan marcadores asociados a
pluripotencia pero que mostraban antigenos de superficie similares a CMM (CD29*, CD44", CD49a’/e*, CD105",
CD166", CD34", CD45) y perfil de expresion génica, se generan mediante tripsinizacién y propagacion de CMEh de
la linea CMEh HUES9 o la linea CMEh H1 en medio de seleccion nodriza y sin suero °,

Uno de estos cultivos, HUES9.E1, puede expandirse establemente durante por lo menos 80 duplicaciones
poblacionales. Para recolectar la secrecion de CMM, se transfirieron cultivos de CMM derivados de CMEh a un
medio de cultivo definido quimicamente sin suero con el fin de condicionar el medio durante tres dias antes de
recoger el medio que contenia secreciones de CMM, se clarificaron mediante centrifugacion, se concentraron 25
veces utilizando membranas de ultrafiltracién de valor de corte de 10 kDa de PM y se esterilizaron mediante filtracion
a través de un filtro de 220 nm.

El proteoma secretorio se analizé mediante tecnologia multidimensional de identificacion de proteinas (TMulP) y
analisis de matriz de anticuerpos de citocinas y revel6 la presencia de 201 productos génicos unicos. Los analisis
computacionales dieron a conocer que dicho MC posee potenciales propiedades citoprotectorasm.

Ejemplo 2. Materiales y métodos: animales

Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con la "Guide for the Care and Use of Laboratory Pigs"
preparada por el Institute of Laboratory Animal Resources y con la autorizacion previa del Animal Experimentation
Committee de la Facultad de Medicina, Universidad de Utrecht, Paises Bajos.

Ejemplo 3. Materiales y métodos: disefio del estudio

Treinta cerdos Dalland Landrace hembra (60 a 70 kg; IDDLO, Lelystad, Paises Bajos), la totalidad tratados con 75
mg/dia de clopidogrel durante 3 dias y 400 mg/dia de amiodarona durante 10 dias, se asignaron aleatoriamente a

tratamiento con CMM-MC, no MC o solucién salina.

Se afiadioé el grupo de solucion salina para evaluar un potencial efecto del medio de cultivo no condicionado fresco.
En todos los cerdos se indujo IM mediante una ligacién de la arteria coronaria circunfleja izquierda proximal (ACxCI)
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durante 75 minutos y 4 horas de posterior reperfusion. Se seleccioné un periodo isquémico de 75 minutos para
producir una lesiéon miocardica grave sin inducir un infarto de miocardio completamente transmural. Se utilizé un
periodo de reperfusion de 4 horas debldo a que la medicién del tamafio del infarto utilizando la tincién con TTC es la
mas fiable tras 3 horas de reperfu3|on . Tras periodos mas largos de reperfusion resulta mas dificil evaluar el estado
de estrés oxidativo y los mecanismos apoptoéticos.

Se inici6 el tratamiento 5 minutos antes del inicio de la reperfusion mediante infusién intravenosa de CMM-MC (1,0
ml, 2,0 mg de proteina), no MC o solucién salina. Inmediatamente después de la reperfusion se administré un bolo
intracoronario adicional de CMM-MC (4,0 ml, 8,0 mg de proteina), no MC o solucién salina. Se evalué el tamafo del
infarto de miocardio y la funcién miocardica 4 horas después de la reperfusion.

Ejemplo 4. Materiales y métodos: IM y procedimiento operativo

Durante toda la operacién se realizé un seguimiento continuo de ECG, presion arterial sistémica y capnograma. Bajo
anestesia general, tal como se ha descrito con anterioridad'®, se llevo a cabo una esternotomia mediana y se
insertaron dos mallas en las arterias carétidas para un catéter guia de 6 Fr y un catéter de conductancia de 8 Fr (CD
Leycom, Zoetermeer, Paises Bajos).

Se introdujo la punta distal de un catéter Swan Ganz en la arteria pulmonar por la vena yugular interna. Se
introdujeron sondas de flujo transénicas (Transonic Systems Inc., Ithaca, NY) en torno a la aorta proximal y ACxCI
para medir el gasto cardiaco y el flujo coronario y se colocé un alambre en torno a la vena cava inferior para permitir
la realizacién de mediciones funcionales bajo condiciones de carga variables para los bucles de PV.

Tras las mediciones funcionales, se administraron 10.000 Ul de heparina por via intravenosa y se aprietan las
suturas para ocluir la ACxCI proximal. Se utilizé la desfibrilacion interna con 50 J al producirse fibrilacion ventricular.
Tras 75 minutos de isquemia, se reabrié la ACxCl mediante liberacion de la sutura. Inmediatamente después de la
reperfusion, se infusiond nitroglicerina (0,1 mg para evitar el fendémeno de no reflujo) a través de la ACxClI a través
del catéter guia, tras el tratamiento intracoronario con CMM-MC, no MC y solucion salina. Tras 4 horas de
reperfusion, se llevaron a cabo mediciones funcionales finales y se extirp6 el corazén para el analisis del tamario del
infarto.

Ejemplo 5. Materiales y métodos: mediciones funcionales

Se midio la presion y volumen del ventrlculo izquierdo (VI) utilizando el procedimiento del catéter de conductancia,
tal como se ha descrito con anterioridad’®. Las sefiales de presion y volumen del VI derivadas del catéter de
conductancia se visualizan y se captan a una tasa de muestreo de 250 Hz con un Leycom CFL-512 (CD Leycom).

Los datos se captaron durante el estado estable y durante la oclusion temporal de la vena cava, en ambos casos
con el ventilador desactivado al final de la espiracién. El analisis de los bucles de presién-volumen se llevo a cabo
con software personalizado, tal como se ha descrito con anterioridad"® . Ademas, se obtuvieron imagenes por
ultrasonido epicardico de eje corto (Prosound SSD-5000, sonda de 5 MHz UST-5280-5, Aloka Holding Europe AG,
Zug, Suiza) al nivel del musculo medio-papilar. Se midié el grosor de pared (GP) del area de infarto, area remota
(septo) y area interna del VI (Vlai) al final de la diastole (FD) y al final de la sistole (FS). Se calcul6 el engrosamiento
de la pared sistdlica (EPS) como [(GP(FS)-GP(FD))/GP(FD)]*100%, el acortamiento del &rea fraccional (AAF) como
[(VIai(FS)-VIai(FD))/VIai(FD)*100% vy la fraccion de eyeccién ventricular izquierda (FEVI) como [(VFS-
VFD)/VFS]*100%.

Se cuantifico la rigidez de la camara al final de la diastole mediante regresion lineal de la relacién de presion-
volumen al final de la diastole. Se realizé ecocardiografia y bucles de PV antes del IM, 1 hora después de la
isquemia y 4 horas después de la reperfusion. Para retar el miocardio aturdido, se llevaron a cabo mediciones
adicionales durante el estrés inducido farmacéuticamente mediante infusiéon intravenosa de dobutamina (2,5
pg/kg/min y 5,0 pg/kg/min).

Ejemplo 6. Materiales y métodos: tamafio del infarto

Inmediatamente antes de la extirpacion del corazén, se religaron las ACxCI (cerdos) o ACI (ratones) en exactamente
el mismo punto que para la induccion de IM. Se infusiond pigmento de azul de Evans a través del sistema coronario
para delinear el area en riesgo (AER).

A continuacion, se extirpd el corazoén, se aislo el VI y se cortd en 5 secciones de apex a base. Se incubaron las
secciones en cloruro de trifeniltetrazolio al 1% (TTC, Sigma-Aldrich Chemicals, Zwijndrecht, Paises Bajos) en
tampon de Sérensen a 37°C (13,6 g/l de KH2PO4 + 17,8 g/l de NaxHPO4:2H20, pH 7,4) durante 15 minutos para
discriminar el tejido infartado del miocardio viable.

Se escanearon todas las secciones en ambas caras, y en cada portaobjetos se comparé el area de infarto con el
area en riesgo y el area total mediante la utilizacion de software de planimetria digital (Image J). Tras la correccién
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para el peso de las secciones, se calculd el tamafio de infarto como porcentaje del AER y del VI.
Ejemplo 7. Materiales y métodos: ensayo de muerte celular inducida por oxidacion

Se incubaron células CME leucémicas humanas en MC o no MC y se trataron con H2O2 50 uM para inducir estrés
oxidativo. Se evalué la viabilidad celular utilizando exclusion de azul de tripan 12, 24, 36 y 48 horas después del
tratamiento con H20-.

Ejemplo 8. Materiales y métodos: inmunotincién

Se evaluo el estrés oxidativo nuclear en las areas isquémica y de reperfusién mediante inmunotincién para 8-hidroxi-
2'-desoxiguanosina (8-OHdG), un producto del estrés oxidativo del ADN. Se fijaron muestras de tejidos en formalina
al 4% antes de incluirlas en parafina.

Tras la recuperacién de los antigenos en acido citrico 10 mM, se incubaron las secciones de tejidos con suero de
caballo normal al 10% durante 30 minutos, anti-8-OHdG de raton (OXIS International, Foster City, CA, USA) 1:20 en
PBSA al 0,1% durante la noche a 4°C, anticuerpo de caballo antiratén marcado con biotina (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) 1:500 durante 1 hora y con estreptavidina-PRP 1:1.000 durante 1 hora.

Finalmente, las secciones se incubaron con H>O»-diaminobencidina durante 10 minutos. Se cuantificé la cantidad de
nucleos positivos para 8-OHdG en 4 campos seleccionaron al azar para cada seccion utilizando software de andlisis
de imagenes digitales de microscopia (Olympus, Mlnster, Alemania) a una magnificacion de 200x.

Ejemplo 9. Materiales y métodos: inmunotransferencia

Se aislaron proteinas a partir de muestras de tejido congelado recogidas del area de isquemia/reperfusion de cerdos
utilizando 1 ml de reactivo de aislamiento Tripure (Boehringer Mannheim, Alemania) siguiendo el protocolo del
fabricante. Para la inmunotransferencia se separaron 8 ug de proteinas totales en un gel de SDS-PAGE al 10%, se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa C (Amersham, Buckinghamshire, Reino Unido) y se bloquearon
utilizando solucion salina tamponada con fosfato (PBS)-Tween al 0,1%-Protifar al 5% (Nutricia, Paises Bajos).

Se incubd la membrana con un anticuerpo de conejo de fosfoSMAD2 1:1.000 (Cell Signalling Technology) para
caspasa activa 3 1:100 (Chemicon, Alemania) o para beta-tubulina 1:5.000 (Abcam, Cambridge, Reino Unido) y
posteriormente con anticuerpo de cabra anticonejo PRP 1:2.000 (DAKO, Glostrup, Dinamarca). Se utilizé sustrato de
quimioluminiscencia (NENk Life Science Products) para la deteccion; las bandas se analizaron utilizando el sistema
Gel Doc 1000 (Biorad, Veenendaal, Paises Bajos).

Ejemplo 10. Materiales y métodos: fraccionamiento de CMM-MC

Se preparé CMM-MC mediante filtracion estéril a través de un filiro de 220 nm y se concentré a través de un filiro de
10 nm y por lo tanto contenia componentes de entre 10 y 220 nm. Seguidamente se prepard una fraccién <1.000
kDa mediante filtracion de las CMM-IM a través de una membrana de corte de PM de 1.000 kDa con un tamafio de
poro nominal de 100 nm (Pall Corporation, Singapore), generando una fraccién que contenia productos de entre 10 y
100 nm.

Para identificar la fraccidn que contenia el factor o factores en el medio que conferia cardioproteccion (10 a 100 nm
6 100 a 220 nm), se utilizé6 un modelo de ratén o de cerdo de isquemia y reperfusion. Se indujo IM mediante oclusién
de la arteria coronaria izquierda (ACI) durante 30 minutos y posterior reperfusion. Los ratones se trataron con 20 pl
de CMM-MC no fraccionadas (10 a 220 nm), fracciéon de <1.000 kDa (10 a 100 nm) o solucién salina, por via
intravenosa por la vena de la cola, 5 minutos antes de la reperfusion. Se evalué el tamafo del infarto 24 horas
después utilizando azul de Evans y TTC, tal como se ha indicado anteriormente.

Ejemplo 11. Materiales y métodos: andlisis de los datos

Se presentan los datos como medias + SEM. Se recogieron los valores de manera ciega y se compararon utilizando
un ANOVA unidireccional con pruebas post-hoc de Bonferroni en SPSS 11.5. Se consideré significativo un valor de
p<0,05.

Ejemplo 12. Resultados: mortalidad

Cuatro cerdos murieron debido a fibrilacion ventricular refractaria durante la isquemia, antes del tratamiento, y por lo

tanto fueron excluidos del estudio. Todos los cerdos que fueron tratados con MC (n=9), no MC (n=9) o solucién
salina (n=8) también sobrevivieron durante el periodo de seguimiento.
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Ejemplo 13. Resultados: tamafio de infarto

El tamafio de infarto, en comparacion con el area en riesgo (AER), asi como en comparacion con el VI, se
encontraba marcadamente reducido en cerdos tratados con CMM-MC en comparacion con los tratados con no MC y
solucién salina (figura 1). El tratamiento de CMM-MC resulté en una reduccién de aproximadamente 60% del tamafio
de infarto. Resulta importante que el AER era similar en todos los cerdos, lo que indica que la lesién isquémica inicial
era similar en todos los cerdos (Tabla E1, posteriormente).

Linea base Infarto de miocardio
Parametro No MC MC Solucién salina No MC MC Solucién salina
AER - - - 351+29 30,7+1,6 324+23
Tl (% de AER) - - - 622+50 254+48+1%t 62,5+8,4
TI (% de VI) - - - 223+29 76+14+t% 20,5+ 3,1
111,6 +6,3
PC, Ipm 835+55 764+57 776 £8,1 * 86+75t 97 +55
93,7 + 100,9 + 70,8 £ 9,1 68,5+7,3
MAP, mmHg 10,2 94,0+54 4,9 * 958+43% *
ACXCI, ml/min. 319+28 28,7+29 28,4 + 41 299+26 251+26 25,6 +3,3
3,60 + 3,25+ 3,79 261+035 3,15+0,27 2,04 £ 0,20
GC, I/min. 0,14 0,17 0,23 * 1 *
0,71 + 0,64 + 0,71 + 1,23+0,09 0,93 +0,09 1,30 £ 0,09
Infarto GP, cm 0,04 0,04 0,03 * * *
6,1+1,4 18,7 +4,1 -7,0+1,5
Infarto EPS, % 56,356 56,9%4,8 61,8+4,3 * * *
EPS Remoto, % 43,1+3,3 43,0x3,0 40,942 43774 41,4 +6,1 37,844
247 +26 21,712
AAF, % 42,7+29 38829 41,327 * 36,5+2,0tt *
101,5 +
VFS, ml 90,3+8,2 86,2+9,1 7.1 70,2 +8,3 69,7+52* 69,1 +11,6
VFD, ml 478+82 439+6,2 53,0+4,7 44,2 +6,0 314+14* 47,5+9,6
245+4,0 21,9+27
VE, ml 445+32 43,3+5,0 496 +3,6 * 38,5+4,2 1t *
38,8 +3,5 34,7+4.4
FE, 525+50 51,7+3,1 490+2,7 * 542 +26 tt *
% dp/dtmax, 1290 1592 1075 + 68
mmHg/s 118 1093 + 83 1299 + 76 226 1528 + 130 *
dP/dtmin, -1614 + -1329 + -1650 + -983+130 -1031+116 -910 £ 102
mmHg/s 143 113 89 * * *
Rigidez, 0,13 + 0,15+ 0,14 + 0,29+0,06 0,13 0,01 0,29 £ 0,05
mmHg/ml 0,03 0,03 0,01 * g *

Tabla E1. Parametros hemodinamicos y funcionales. Valores de linea base y valores de infarto de miocardio de
cerdos tratados con no MC, MC o solucién salina, determinados mediante ecocardiografia y catéteres de
conductancia basados en mediciones de presién y volumen del VI. AER indica area en riesgo; Tl, tamafio de infarto;
VI, ventriculo izquierdo; PC, pulso cardiaco; ACxCI, arteria coronaria circunfleja izquierda proximal; GC, gasto
cardiaco; GP, grosor de pared; EPS, engrosamiento de pared sistélica; AAF, acortamiento de area fraccional; VFD,
volumen al final de la diastole; VFS, volumen al final de la sistole; VE, volumen eyectado; EFS, elastancia al final de
la sistole. No MC, n=9; MC, n=9; solucién salina, n=8. *p<0,05 frente a linea base; t p<0,05 vs. no MC;  p<0,05 vs.
solucion salina.

Ejemplo 14. Resultados: funcion cardiaca

Los parametros de linea base eran similares en todos los grupos (Tabla E1, anteriormente). Durante la isquemia, la
pared posterolateral se volvié completamente disquinética en todos los grupos, tal como se observa a partir de los
valores negativos ecocardiograficos de engrosamiento de la pared sistélica (EPS, figura 2A). Cuatro horas después
de la reperfusion, la pared posterolateral perfundida de los grupos tanto de no MC como de solucion salina de
control todavia eran disquinéticos. Sin embargo, en los cerdos tratados con CMM-MC, se recuperé parcialmente el
EPS (figura 2A).

La infusién intravenosa del agonista de receptor B1-adrenérgico dobutamina incrementé adicionalmente el
engrosamiento de la pared sistdlica en los cerdos tratados con CMM-MC, mientras que no se observaron mejoras en
los grupos de control. Ademas, se redujo la funcién global sistélica del ventriculo izquierdo debido a la isquemia
(figura 2B). En los cerdos tratados con MC, el acortamiento del area fraccional se incrementé tras la reperfusion,
practicamente hasta volver al nivel de linea base y se increment6 a niveles superiores a la linea base durante la
infusiéon de dobutamina.
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En los cerdos de control, la funcién sistélica global siguié alterada. También se puso de manifiesto una mejora de la
funcién cardiaca a partir de los indices derivados del bucle de PV (Tabla E1). La FE ventricular y el volumen
eyectado eran significativamente mas elevados en los cerdos tratados con MC. Lo anterior se tradujo en parametros
hemodinamicos mejorados, tales como el gasto cardiaco, la presion arterial media y el pulso cardiaco.

Se redujo la funcién diastdlica en los grupos de control tras el dafio de isquemia y reperfusion, tal como se observa a
partir de la rigidez miocardica al final de la diastole incrementada. Sin embargo, en los cerdos tratados con MC, la
funcion diastolica no resulté afectada.

Ejemplo 15. Resultados: estrés oxidativo

Tras la demostracién de la reduccién del tamafo de infarto y la mejora de la funcion, se utilizé un ensayo in vitro de
muerte celular inducida por perdxido de hidréogeno (H202) para determinar los efectos de MC y no M sobre el estrés
oxidativo, una causa mayor de dafo por isquemia-reperfusion.

Se indujo estrés oxidativo mediado por peréoxido de hidrogeno (H202) en células CME leucémicas humanas en
presencia de MC o no MC y realizaron un seguimiento de la viabilidad celular mediante exclusién de azul tripan. Los
resultados demostraron que el MC protegié significativamente frente a la pérdida de viabilidad celular inducida por
H202 en comparacion con no MC (p<0,05) (figura 3A).

Para determinar si el MC también reducia el estrés oxidativo en los corazones de cerdos tratados con MC, se
cuantifico el estrés oxidativo nuclear en secciones de tejido de cerdos tratados con MC, no MC o solucion salina
mediante inmunotincion con 8-OHAG para ADN oxidado. Se observé tincion nuclear intensa indicativa de oxidacion
del ADN en secciones de cerdos tratados con no MC o solucién salina en comparacion con cerdos tratados con MC
(figuras 3B-D). Ademas, también se observaron significativamente mas nucleos positivos en cerdos tratados con no
MC o solucion salina (figura 3E).

Por lo tanto, el MC puede conferir citoproteccion frente al estrés oxidativo in vitro e in vivo.
Ejemplo 16. Resultados: sefializacién de FCT- B

Las secreciones de las CMM contenian muchas proteinas que participan en la sefializacion del FCT- 16. Para
evaluar la influencia del tratamiento de MC sobre la sefalizacion de FCT-B in vivo, se cuantificé6 el SMAD-2
fosforilado en muestras de tejido miocardico de cerdos tratados con MC y cerdos de control mediante
inmunotransferencia. El tratamiento de MC resultdé en una expresion reducida de pSMAD2, indicando que la
sefalizacion de FCT-B mediante ALK-5 se encuentra reducida (figuras 4A, B).

Ejemplo 17. Resultados: apoptosis

El dafio por reperfusién causa la muerte celular por apoptosis y no necrosis® . Para verificar que el tratamiento de
MC reduce la apoptosis durante la reperfusion, los presentes inventores cuantificaron el nivel de caspasa-3 activa,
un mediador clave de la apoptosis, mediante inmunotransferencia. En los cerdos tratados con CMM-MC, los niveles
de caspasa-3 activa eran mas bajos que en el control de no MC y que en el control de solucién salina, sugiriendo
que MC inhibe la apoptosis in vivo (figuras 4C, D).

Ejemplo 18. Resultados: fraccionamiento de las CMM-MC

Las CMM-MC no fraccionadas contienen productos de entre 10 y 220 nm. Con el fin de acercarse a la identificacion
del factor o factores cardioprotectores presentes en las CMM-MC, se generé una fraccion <1.000 kDa que contenia
productos de tamarfos de entre 10 y 100 nm. EI CMM-MC no fraccionado confiere cardioproteccién, mientras que la
fraccion de <1.000 kDa, no confiere (figura 5), indicando que el factor o factores cardioprotectores se encuentran en
la fraccion de >1.000 kDa, con tamarios de entre 100 y 220 nm.

Ejemplo 19. Resultados: el fraccionamiento por tamafio no segregé las proteinas secretadas segin peso
molecular

Con el fin de identificar el componente activo en el medio condicionado, se intentd fraccionar por tamafio el medio
condicionado en diferentes fracciones de PM mediante la filtracion del medio condicionado a través de membranas
con diferentes valores de corte por PM.

Al filtrar el medio condicionado a través de una membrana con corte de PM de 100 kD para generar una proporcion
en volumen de retenido a filtrado de 4:1, la mayoria de las proteinas de <100 kD se segregaron en la fraccion de
>100 kD y no en la fraccién esperada de <100 kD (figura 6). Las proporciones de las bandas de proteinas
individuales tanto en medio condicionado no fraccionado como en la fraccion de >100 kD eran similares.

La mayoria de proteinas con PM<300 kDa tampoco pasoé a través de una membrana con un corte de PM de 300 kD
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(figura 6). Los tamafos de PM de algunas de las bandas de proteinas principales en el filtrado eran similares a las
del medio no condicionado (MNC) y a las de los complementos de proteinas afiadidos exdgenamente al medio de
cultivo: complemento de insulina-transferrina-selenoproteina (ITS), FCF2, FCE y FCDP AB (figura 7).

Conjuntamente, estas observaciones sugieren que las proteinas secretadas por las células se encuentran dentro de
complejos y que estos complejos de secrecion presentan un tamafo superior a las proteinas de 100 kDa anadidas
exogenamente al medio de cultivo como complementos y que las inferiores a 100 kD son facilmente filtradas a
través de membranas con un corte de PM de 100 kD.

Ejemplo 20. Resultados: actividad biolégica de medio condicionado fraccionado por tamafio con PM>1.000
kD o diametro de entre 50 y 150 nm

Para determinar los limites de tamafio superior e inferior del complejo de secrecion putativo, se llevd a cabo un
fraccionamiento por tamafio del medio condicionado y sometieron a ensayo la actividad biolégica en un ratén del
dafio por isquemia-reperfusion. Debido a que el medio condicionado pasé través del filtro de 0,2 um y se concentrd
en una membrana con un corte de PM de 10 kD, estos resultados colocaron efectivamente el complejo de secrecion
putativo en el intervalo de tamario de entre 2 y 200 nm (figura 8).

Para concretar adicionalmente este intervalo de tamafio, los presentes inventores determinaron la actividad bioldgica
en el filtrado obtenido de la filtracion completa del medio condicionado a través de la membrana con corte de PM de
100 kD 6 1.000 kD y en el retenido obtenido de la filtracion del medio condicionado a través de una membrana con
un corte de PM de 1.000 kD. El volumen de retenido era 1/5 del volumen de entrada. Se sometieron a ensayo las
fracciones en un modelo de ratén o de cerdo de isquemia de miocardio (IM) y de dafio por reperfusion.

En dicho modelo, se indujo IM mediante oclusion de la arteria coronaria izquierda (ACI) durante 30 minutos mediante
ligacion con sutura y se inicid la reperfusidn mediante retirada de la sutura. Se trataron los ratones con 20 ul de
CMM-MC no fraccionado (10 a 220 nm), 20 pl de fraccién de <100 kD 6 de 1.000 kD, 4 ul de retenido de >1.000 kD
o solucion salina, por via intravenosa por la vena de la cola, 5 minutos antes de la reperfusion. Se extirparon los
corazones 24 horas después. Antes de la extirpacion se determiné el area en riesgo (AER) mediante religado de la
ACI seguida de perfusién de azul de Evans por la aorta. Se definié la AER como el area no tefiida por el pigmento y
se expresd como porcentaje del area de pared de ventriculo izquierdo. Se evalué el tamafio del infarto 24 horas
después utilizando azul de Evans y TTC, tal como se ha indicado anteriormente.

El AER relativa en todos los animales no era significativamente diferente (figura 9). Sin embargo, el tamafo relativo
de infarto se redujo significativamente en los animales tratados con medio condicionado y con la fraccién de >1.000
kD en comparacion con solucion salina (p=0,01 y 0,05, respectivamente) (figura 10). Las fracciones de <100 kD y de
<1.000 kD no eran biolégicamente activas, sugiriendo que el putativo complejo activo era de >1.000 kD. Sin
embargo, todavia resulta posible que el complejo sea de <1.000 kD y que el paso del medio condicionado a través
de los filtros inactive el complejo.

Ejemplo 21. Resultados: la microscopia electrénica del medio condicionado revelé la presencia de particulas
de 50 a 200 nm.

El andlisis de microscopia electronica del medio condicionado se llevé a cabo utilizando una metodologia estandar.
Brevemente se cargé medio condicionado en PBS sobre rejillas recubiertas con Formvar-carbono (Ted Pella Inc.,
Redding, CA, USA; n° de cat. 01800N-F), se fijaron en glutaraldehido al 2,5%, se lavaron, se contrastaron en acetato
de uranilo al 2%, se incluyeron en una mezcla de acetato de uranilo (al 0,8%) y metilcelulosa (al 0,13%) y se
examinaron bajo un microscopio electrénico. En consistencia con los estudios de fraccionamiento por tamafo
anteriores, se observo la presencia de numerosas vesiculas de ~50 a 150 nm, que sugiere que estas vesiculas son
los complejos activos putativos en la secrecion (figura 11).

La hipotesis se ve apoyada por la observacion de que, al ultracentrifugar a 200.000xg durante una hora el medio
condicionado, el sedimento analizado mediante CL/CL-EM tal como se ha descrito con anterioridad20 contiene por
lo menos 70% de las proteinas observadas en la secrecion.

Ejemplo 22. Resultados: composicion de lipidos del medio condicionado

Con el fin de analizar la composicién de lipidos del medio condicionado, se extrajeron mediante el procedimiento de
Folch los componentes hidrofébicos de lipidos/esteroides del medio condicionado y el MNC. Brevemente, se
mezclaron vigorosamente 50 ml de medio condicionado o MNC con 5 ml de cloroformo y 2 ml de metanol. Se dejo
que se separasen las fases organica y acuosa. Se separé la capa de cloroformo del fondo y se evaporé a sequedad
mediante SpeedVac.

El residuo se reconstituyd en metanol para el analisis de LC-EM/EM. A continuacion, la muestra se inyecté en una

columna de HPLC de fase normal (fase de silice) con fase mévil de diclorometano/metanol/agua/etilamina.
Seguidamente el eluido se ioniz6é en linea mediante nanopulverizacion a LTQ-FTMS/Orbitrap. Se operé el LTQ-
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FTMS/Orbitrap en modos alternativos positivo y negativo para la detecciéon de lipidos/esteroides con diferentes
propiedades quimicas. Los 5 iones precursores principales de cada escaneo de EM se analizaron adicionalmente
mediante escaneo de EM/EM.

Por lo tanto, las moléculas se caracterizaron mediante una combinacién de FTMS y LTQ. La masa del precursor de
cada espectro de masas en tandem en primer lugar se emparejé con un candidato en una base de datos de lipidos y
metabdlica. Los espectros de EM/EM de los iones que presentaban un error de masa <5 ppm respecto a cualquier
molécula en la base de datos seguidamente se comparaban con especiros estandares conocidos o espectros
predichos por el programa Mass Frontier.

El analisis de espectrometria de masas del extracto de cloroformo del medio condicionado reveld la presencia de
lipidos observados comunmente en la membrana plasmatica, es decir fosfolipidos, glucolipidos y esteroides y
también en exosomas®. Entre los fosfolipidos se incluian fosfatidil-serina y fosfatidil-inositol, fosfatidil-colina,
shingomielina, ceramidas, glucolipido, tal como cerebrdsido y esteroides tales como el colesterol.

Se ha observado que los exosomas presentan microdominios conocidos como balsas lipidicas en sus membranas
plasmas’ucas22 24354142 | 0s exosomas son ricos en colesterol y su proporcién de colesterol -fosfolipido generalmente
excede la proporcion de 0,3 a 0,4 (moles/mol) observada en la membrana plasmatlca Estas balsas se caracterizan
por su resistencia a la disolucién con detergentes no iénicos tales como Triton X-100 6 Brij-98 a temperaturas bajas
y su sensibilidad a la ciclodextrina que se une al colesterol. Generalmente insoluble en detergentes tales como Triton
X-100, la insolubilidad en detergentes con frecuencia se utiliza para identificar la presencia de balsas lipidicas.

Al tratar el medio condicionado con Triton X-100, las proteinas secretadas continuaban segregandose en forma de
complejo independientemente de sus experimentos de fraccionamiento con filtracién a través de membrana (figura
12), lo que sugiere que el complejo putativo es resistente a la disolucién en Triton X-100, consistentemente con la
presencia de balsas Iipl'dicas4 .

Se determiné si el complejo era sensible a la disolucion en presencia de ciclodextrina 20 mM. En el caso de que el
complejo putativo presentase balsas lipidicas en la membrana, la extraccién del colesterol con ciclodextrina causaba
la disolucion y la liberaciéon de las proteinas, que seguidamente se fraccionaron por tamafio segun sus tamafos
moleculares. La composicion cuantitativa relativa de los lipidos en el complejo putativo se estimé utilizando tecnlcas
cromatograficas y de espectrometria de masas, tal como se ha indicado de manera general anteriormente®. Lo
anterior determina si la composicion de los lipidos puede sugerir la presencia de balsas lipidicas.

Ejemplo 23. Resultados: composicién de ARN del medio condicionado

La extraccién con trizol del medio condicionado, seguido de la precipitacion con isopropanol tal como se utiliza
comunmente en la extraccion del ARN de células produce un sedimento que en agua presenta una proporcion de
absorbancias 260:280 nm de 1:9, sugiriendo que podria ser ARN.

Lo anterior es consistente con un informe anterior de que los exosomas contienen ARNm y microARN>®. Este
sedimento se sometié a ensayo para sensibilidad a la actividad de ARNasa. También se traté el medio condicionado
con ARNasas antes de la extraccion con trizol. Estos ensayos determinaron si el sedimento era de ARN vy si el ARN
resulta secuestrado en vesiculas lipidicas, tales como los exosomas.

En caso de ser asi, se sometié a ensayo el ARN mediante ensayos genéricos de expresion génica, tales como las
micromatrices, la secuenciacion, RT-PCR vy los ensayos de traduccién in vitro para determinar la composicién y las
funciones del ARN. Los ARN se traducen in vitro utilizando un sistema de lisado de reticulocitos estandar disponible
comercialmente con y sin ®N-leucina. Los productos proteicos traducidos se identifican mediante espectrometria de
masas.

Ejemplo 24. Resultados: perfil protedmico

Entre las ~700 proteinas que se describe que se encuentran presentes en la secrecion (solicitud provisional de
patente US n° 60/878.222 y solicitud internacional de patente PCT n° SG2006/000232. Medio condicionado de
células troncales mesenquimatosas), se encuentran muchas protelnas que se observa que se encuentran presentes
comunmente en el proteoma de otros exosomas (figura 13) . También existen muchas proteinas en la lista de ~700
proteinas que no se ha descrito que se encuentren presentes en los exosomas. Algunos ejemplos notables, aunque
no exhaustivos, son Thy1, Wnt 5a, Wnt 5b, inhibina A (o activina A).

Ejemplo 25. Resultados: perfil de antigenos de superficie
El perfil protedmico del medio condicionado describe ademas la presencia de proteinas que es conocido que se
encuentran unidas a membrana. Entre algunos ejemplos notables, aunque no exhaustivos, se incluyen CD9, CD109,

thy- 1% Otro antigeno de superficie conoado de los exosomas, tal como CD24, que se encuentra sobre la superficie
de los exosomas secretados en la orina* no se expresa en las CMM'® o en sus secreciones
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Ademas, muchos de dichos antigenos de superficie se expresan de manera especifica de tipo celular.
Conjuntamente, estas observaciones sugieren que el perfil de antigenos de superficie definira y distinguira los
exosomas de diferentes fuentes celulares. Para caracterizar el perfil de antigenos superficiales de dicho complejo de
secrecién putativo, el medio condicionado se biotinild utilizando kits de biotinilacién estandares disponibles
comercialmente. Se separaron las proteinas en SDS-PAGE estandar, se transfirieron a nilén o nitrocelulosa y se
sondearon con avidina-peroxidasa utilizando protocolos estandares en el analisis de inmunotransferencia. En este
protocolo, sélo las proteinas que se encuentran sobre las superficies de los complejos y que son fisicamente
accesibles a la biotina resultan biotiniladas. Todas las proteinas que se encuentran dentro del complejo y que, por lo
tanto, no son fisicamente accesibles no se encuentran biotiniladas. Las proteinas biotiniladas también se aislaron
utilizando cromatografia de afinidad para avidina y se identificaron mediante CL/EM. La identidad de estas proteinas
se confirmé mediante andlisis de inmunotransferencia, microscopia inmunoelectronica y expresiéon génica de las
CMM.

Ejemplo 26. Exosomas

Basandose en las observaciones anteriormente proporcionadas, se planted la hipétesis de que la unidad
cardioprotectora activa mas pequefa en el medio condicionado es un exosoma.

Para demostrar dicha hipodtesis, los presentes inventores se concentraron en el medio condicionado utilizando
tecnologia de filtracion de membranas con membranas de corte de PM de 100 kD. A continuacién el medio
condicionado concentrado se ultracentrifugé a ~150-200.000 g durante 1 a 2 horas. El sedimento se resuspendié en
PBS, se analiz6 mediante microscopia electrénica para confirmar la presencia de particulas en un intervalo de
tamanos de 50 a 150 nm y se sometieron a ensayo para su contenido de proteinas, lipidos y ARN.

La suspension se sometid a ensayo para las actividades bioldgicas predichas computacionalmente para el medio
condicionado® y se sometidé a ensayo para los efectos cardioprotectores en los modelos de ratén y de cerdo tal
como se ha indicado anteriormente o se indica posteriormente, respectivamente.

Ejemplo 27. Disefio de estudio para el estudio con cerdos

Se asignaron aleatoriamente a tratamiento con CMM-MC, no MC o solucién salina treinta cerdos Dalland Landrace
hembra (60 a 70 kg, IDDLO, Lelystad, Paises Bajos), todos pretratados con clopidogrel 75 mg/dia durante 3 dias y
amiodarona 400 mg/dia durante 10 dias.

Se afadio el grupo de solucién salina para evaluar un potencial efecto de medio de cultivo no condicionado fresco.
En todos los cerdos se indujo IM mediante 75 minutos de ligacidon de la arteria coronaria circunfleja izquierda
proximal (ACxCI) y 4 horas de reperfusion posteriormente. Se selecciond un periodo de isquemia de 75 minutos para
provocar una lesién miocéardica grave sin inducir un infarto de miocardio completamente transmural. Se utilizé un
periodo de reperfusion de 4 horas porque la medicion del tamario de infarto utilizando la tincién de TTC es mas fiable
tras 3 horas de reperfusién46.

Tras periodos de reperfusion mas prolongados, resulta mas dificil evaluar el estado de estrés oxidativo y los
mecanismos apoptoticos. Se inicié el tratamiento 5 minutos antes del inicio de la reperfusion mediante infusion
intravenosa de CMM-MC (1,0 ml, 2,0 mg de proteina), no MC o solucién salina. Inmediatamente después de la
reperfusion, se administré6 un bolo intracoronario adicional de CMM-MC (4,0 ml, 8,0 mg de proteina), no MC o
solucion salina. Se evalué el tamafio del infarto y funcidon del miocardio 4 horas después de la reperfusion.

Para identificar el factor o factores en el medio que conferian cardioproteccion, los presentes inventores utilizaron un
modelo de ratén o de cerdo de isquemia y dafio por reperfusion. Se indujo IM mediante 30 minutos de oclusion de la
arteria coronaria izquierda (ACI) y posterior reperfusién. Se trataron los ratones con medio condicionado no
fraccionado, fracciéon de <1.000 kDa, fraccién de <500 kD, fraccion de <300 kD, fraccién de <100 kD o solucion
salina por via intravenosa por la vena de la cola, 5 minutos antes de la reperfusion. Se evalud el tamafo de infarto al
dia siguiente (24 horas después de la reperfusion).

Ejemplo 28. IM y procedimiento operativo

Durante toda la operacion se realizdé un seguimiento continuo de ECG, presion arterial sistémica y capnograma. Bajo
anestesia general tal como se ha indicado con anterioridad®” se llevo a cabo una esternotomia media y se insertaron
dos mallas en las arterias carétidas para un catéter guia de 6 Fr y un catéter de conductancia de 8 Fr (CD Leycom,
Zoetermeer, Paises Bajos).

Se introdujo la punta distal de un catéter de Swan Ganz en la arteria pulmonar a través de la vena yugular interna.
Se colocaron sondas de flujo transénicas (Transonic Systems Inc., Ithaca, NY) en torno a la aorta proximal y ACxCI
para medir el gasto cardiaco y el flujo coronario y se colocé un alambre en torno a la vena cava inferior para permitir
la realizacion de mediciones funcionales bajo condiciones de carga variables para los bucles de PV. Tras las
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mediciones funcionales, se administraron por via intravenosa 10.000 IU de heparina y se apretaron las suturas para
ocluir la ACxCI proximal. Se aplicé desfibrilacion interna con 50 J al producirse fibrilacién ventricular. Tras 75
minutos de isquemia, se reabrid la ACxCl mediante liberacion de la sutura. Inmediatamente después de la
reperfusion, se infusiond nitroglicerina (0,1 mg para evitar el fendmeno de no reflujo) a través de la ACxCl mediante
el catéter guia, seguido del tratamiento intracoronario de CMM-MC, no MC o solucién salina. Tras 4 horas de
reperfusion se llevaron a cabo las mediciones funcionales finales y se extirpd el corazén para el analisis del tamafio
del infarto.

Los ratones fueron anestesiados con fentanilo (0,05 mg/kg), Dormicum (5 mg/kg) y Domitor (0,5 mg/kg), y se
intubaron utilizando un catéter intravenoso de calibre 24 de punta roma. Los ratones recibieron ventilacion artificial a
una tasa de 105 respiraciones/min. utilizando un ventilador para roedores con una mezcla de Oz y N2O (1:2 v/v) al
que se habia afadido isoflurano (al 2,5-3,0% v/v). El ratén se colocd sobre una almohadilla calefactora para
mantener la temperatura corporal a 37°C. Se abri6 el térax por el tercer espacio intercostal y se utilizé una sutura de
proleno 8-0 para ocluir la arteria coronaria izquierda (ACI) durante 30 minutos. Se cerré el térax y al dia siguiente (24
horas después), se extirpé el corazon para el analisis del tamafio de infarto.

Ejemplo 29. Mediciones funcionales

Se digitalizaron la ECG, la presion arterial y el gasto cardiaco a una tasa de muestreo de 250 Hz y se almacenaron
para el andlisis fuera de linea (Leycom CFL-512, CD Leycom). Se midi6 la presién y volumen del ventriculo izquierdo
(VI) utilizando el procedimiento del catéter de conductancia, tal como se ha descrito con anterioridad”’. Las sefiales
de presion y volumen del VI derivados del catéter de conductancia se visualizaron y captaron a una tasa de
muestreo de 250 Hz utilizando un Leycom CFL-512 (CD Leycom).

Los datos se captaron durante el estado estable y durante la oclusién temporal de la vena cava, en todos los casos
con el ventilador desactivado al final de la espiracion. Se llevé a cabo el analisis de los bucles de presidn-volumen
con software personalizado tal como se ha descrito con anterioridad*®. Ademas, se obtuvieron imagenes de
ultrasonidos epicardicos del eje corto (Prosound SSD-5000, sonda de 5 MHz UST-5280-5, Aloka Holding Europe
AG, Zug, Suiza) al nivel del musculo medio-papilar. Se midié el grosor de pared (GP) del area infartada, el area
remota (septo) y el area interna de VI (Vlai) al final de la diastole (FD) y al final de la sistole (FS).

Se calcul6 el engrosamiento de la pared sistélica (EPS) como [(GP(FS)-GP(FD))/GP(FD)]*100%, el acortamiento del
area fraccional (AAF) como [(VIai(FS)-Vlai(FD))/VIai(FD)]*100% vy la fraccién de eyeccion ventricular izquierda (FEVI)
como [(VFS-VFD)/VFS]*100%. La rigidez de la camara al final de la diastole se cuantific6 mediante regresion lineal
de la relacion presién-volumen al final de la diastole. Se midié la ecocardiografia y los bucles de PV antes del IM, 1
hora después de la isquemia y 4 horas después de la reperfusion. Para retar el miocardio aturdido, se llevaron a
cabo mediciones adicionales durante el estrés inducido farmacéuticamente mediante infusion intravenosa de
dobutamina (2,5 pg/kg/min. y 5,0 pg/kg/min.).

Ejemplo 30. Tamario del infarto

Inmediatamente antes de la extirpacion del corazén, se religé el ACxCI (cerdos) o la ACI (ratones) en exactamente
el mismo punto que para la induccion de IM. Se infusioné pigmento azul de Evans por el sistema coronario para
delinear el area en riesgo (AER). A continuacion se extirpd el corazon, se aislo el VI y se corté en 5 secciones de
apex a base.

Las secciones se incubaron en cloruro de trifeniltetrazolio al 1% (TTC, Sigma-Aldrich Chemicals, Zwijndrecht, Paises
Bajos) en tampdn de Sérensen a 37°C (13,6 g/l de KH2PO4 + 17,8 g/l de NaxHPO4:2H20, pH 7,4) durante 15 minutos
para discriminar el tejido infartado del miocardio viable.

Todas las secciones se escanearon en ambas caras, y en cada portaobjetos se comparo el area infartada con el
area en riesgo y el area total mediante la utilizacion de software de planimetria digital (Image J). Tras corregir para el
peso de las secciones, se calculé el tamafio del infarto como porcentaje del AER y del VI.

Ejemplo comparativo 31. Materiales y métodos: preparacion de medio condicionado

Se cultivaron células HUES9.E1 tal como se ha descrito anteriormente (Lian et al., 2007; Sze et al., 2007).
Brevemente, se lavaron tres veces con PBS cultivos celulares confluyentes de HUES9.E1 y se cultivaron durante la
noche en un medio definido quimicamente que consistia de DMEM sin rojo fenol (nUmero de catalogo 31053,
Invitrogen) y complementado con insulina, transferrina y selenoproteina (ITS) (Invitrogen), 5 ng/ml de FCF2
(Invitrogen), 5 ng/ml de FCDP AB (Preprotech, Rocky Hill, NJ), glutamina-penicilina-estreptomicina y b-
mercaptoetanol. A continuacion, los cultivos se enjuagaron tres veces con PBS y después se afiadid medio definido
fresco.

Tras 3 dias, se recogid el medio, se centrifugd a 500xg y se concentré. Se preparé muestra de MC de >100 kDa
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concentrando el MC 50x utilizando la filtracion de fuerza tangencial (FFT) con un VCPM de 100 kDa. Todas las
demas concentraciones se llevaron a cabo utilizando una membrana de ultrafiltracién. Todos los MC y otros MC
procesados de manera diferente se filtraron a través de 0,2 micrometros después de todos los procedimientos y
antes de almacenarse o utilizarse.

Ejemplo 32. Materiales y métodos: analisis de CL EM/EM

Las proteinas contenidas en dos ml de medio condicionado (MC) o no condicionado (MNC) dializado se redujeron,
se alquilaron y se digirieron con tripsina tal como se ha descrito anteriormente (Sze et al., 2007). A continuacion, las
muestras se desalaron pasando la mezcla digerida a través de un cartucho condicionado Sep-Pak C-18 SPE
(Waters, Milford, MA, USA), se lavaron dos veces con un tampén de acetonitrilo (ACN) al 3% (JT Baker, Phillipsburg,
NJ) y acido férmico (AF) al 0,1%, y se eluyeron con un tampén de ACN al 70% y AF al 0,1%. Seguidamente las
muestras eluidas se secaron a aproximadamente 10% de sus volumenes iniciales eliminando el solvente organico
en una centrifuga de vacio.

Para reducir la complejidad de la muestra, se llevé a cabo un fraccionamiento peptidico fuera de linea con un
sistema de HPLC (Shimadzu, Japoén) por una columna de polisulfoetiio SCX (200 mm x 4,6 mm) (PolyLC, USA).
Fase movil A (KH4PO4 5 mM + acetonitrilo al 30%) y fase mévil B (KHsPO4 5 mM + acetonitrilo al 30% + KCI 350
mM) a un caudal de 1 ml/min. Se recogieron ocho fracciones y se secaron con una centrifuga de vacio. Se cargaron
las muestras fraccionadas en el automuestreador de un sistema de HPLC de fase inversa Shimadzu DGU-20A3 C18
acoplado en linea con un espectrometro de masas con trampa de iones LTQ-FT ultra lineal (Thermo Electron, San
Jose, CA) dotado de una fuente de nanopulverizacion. Los péptidos inyectados se atraparon en una columna de
enriquecimiento Zorvax 300SB-C18 (5 mm x 3 mm, Agilent Technologies, Alemania) y se eluyeron en una columna
empaqueta C18 nanoperforada (75 ym x 100 A, Michrom Bioresources, Auburn, CA).

Se utilizé un gradiente de 90 minutos a un caudal de 200 nl/min. para eluir los péptidos en el espectréometro de
masas. Se opero el LTQ en modo dependiente de datos llevando a cabo escaneos de EM/EM en 8 de los picos mas
intensos de cada escaneo de EM en el EMTF. Para cada experimento, se agruparon los espectros de EM/EM (dta)
de las ocho fracciones de SCX en un unico archivo genérico Mascot con un programa escrito en el propio
laboratorio. Se llevé a cabo la identificacion de las proteinas mediante busqueda de los datos agrupados frente a la
base de datos de proteinas humanas del IPI (version 3.34, 67.758 secuencias) utilizando un servidor Mascot del
propio laboratorio (version 2.2, Matrix Science, Reino Unido). Los parametros de la busqueda fueron: un maximo de
2 dianas no cortadas utilizando tripsina; la modificacion fija era la carbaminometilacion de cisteina y las
modificaciones variables eran la oxidacion de la metionina.

Se fijaron las tolerancias de masas en 20 ppm y 0,8 Da para el precursor peptidico y fragmentos idnicos,
respectivamente. Las identificaciones de proteinas se aceptan como positivos verdaderos en caso de que se
encuentren dos péptidos diferentes con puntuaciones superiores a las puntuaciones de homologia.

Ejemplo 33. Materiales y métodos: fraccionamiento mediante HPLC y dispersion dindmica de la luz utilizando
un detector cuasi-elastico de dispersion de la luz (DCDL)

La configuracion del instrumento consistia de un sistema de cromatografia liquida con una bomba binaria, un
autoinyector, un horno de columna termostatizada y un detector de UV-visible operado por el software de clase VP
de Shimadzu Corporation (Kyoto, Japon). Las columnas de cromatografia utilizadas eran una precolumna TSK
SWXL de 6x40 mm y TSK gel G4000 SWXL, 7,8x300 mm de Tosoh Corporation (Tokyo, Japén). Se conectaron en
serie los detectores siguientes: Dawn 8 (dispersion de la luz), Optilab (indice de refraccion) y DLD (dispersion
dinamica de la luz) después del detector de UV-visible. Los ultimos tres detectores eran de Wyatt Technology
Corporation (California, USA) y se operaron utilizando el software ASTRA.

Los componentes de la muestra se separaron mediante exclusién por tamafio, es decir, las moléculas mas grandes
se eluyeron antes que las moléculas mas pequefias. El tampon de elucion utilizado era tampén fosfato 20 mM con
NaCl 150 mM a pH 7,2. Este tampén se filtr6 a través de un tamafio de poro de 0,1 um y se desgasificé durante 15
minutos antes de la utilizacién. El sistema de cromatografia se equilibré a un caudal de 0,5 ml/min. hasta que la
sefial en Dawn 8 se estabilizé en torno a 0,3 unidades de voltaje del detector. El detector de UV-visible se fijé en 220
nm y la columna se equilibré en el horno a 25°C. El modo de elucién era isocratico y el tiempo de operacion es de 40
minutos. El volumen de muestra inyectado era de entre 50 y 100 pl. El % de area del pico del exosoma frente a
todos los demas picos se integré a partir del detector de UV-visible. El radio hidrodinamico, Rh, se computé con los
detectores de DDL y Dawn 8. La tasa de pulsos mas alta (Hz) en el apex del pico se consideré el Rh.

Se recogieron los picos de los componentes separados visualizados a 220 nm como fracciones para estudios de
caracterizacion adicionales.

Ejemplo 34. Materiales y métodos: centrifugacion de equilibrio en gradiente de densidad de sacarosa
Para la centrifugacion de equilibrio en gradiente de densidad de sacarosa, se prepararon 14 soluciones de sacarosa
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con concentraciones de entre 22,8% y 60% (p/v). La solucién mas concentrada se aplico en capas en el fondo de un
tubo de ultracentrifuga SW60Ti (Beckman Coulter Inc., Fullerton CA, USA), seguido de la siguiente concentracion
mas alta de sacarosa. Se carg6 cuidadosamente el MC en el tope antes de ultracentrifugar durante 16,5 horas a
200.000xg, a 4°C en un rotor SW60Ti (Beckman Coulter Inc.). Se recogieron 16 fracciones de tope a fondo del
gradiente de sacarosa. Se calcularon las densidades de todas las fracciones de sacarosa utilizando una
microbalanza y se consolidaron en 13 fracciones. Para algunas MC, el MC se pretraté con un tampodn de lisis celular
(tampdn de extraccion celular, Biovision, www.BioVision.com) antes de la carga en una centrifugacion de equilibrio
en gradiente de densidad de sacarosa. Se afiadié el tampodn de lisis a MC en una proporcién de volumenes 1:1 con
céctel de inhibidores de proteasa (coctel inhibidor de proteasa Halt, sin EDTA, Thermo Scientific,
www.thermofisher.com). La mezcla se incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente con agitaciéon suave.

Ejemplo 35. Materiales y métodos: cuantificacion de proteinas

Se cuantificé la concentracion de proteinas del MC utilizando el kit de cuantificacion de proteinas NanoOrange
(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Ejemplo 36. Materiales y métodos: analisis de SDS-PAGE y de inmunotransferencia

Se separaron las proteinas totales en el MC en geles de poliacrilamida antes de la transferencia a una membrana de
nitrocelulosa (Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia). Se bloqued la membrana, se incub6 con anticuerpos de
raton contra CD9, CD81, SOD-1, piruvato cinasa, Alix, Tsp-1 humanos, seguido de anticuerpos secundarios
acoplados con peroxidasa de rabano picante contra el anticuerpo primario de ratén. A continuacion, la membrana se
incubo con un sustrato HRP quimioluminiscente para detectar el anticuerpo primario unido y por lo tanto la presencia
del antigeno.

Ejemplo 37. Materiales y métodos: esfingomielina, fosfatidilcolina y ensayo de colesterol

Se midieron las concentraciones de colesterol, esfingomielina y fosfatidilcolina en dos preparaciones independientes
del MC y el sedimento de la ultracentrifugacion del MC a 100.000xg durante 2 horas a 4°C utilizando kits de ensayo
disponibles comercialmente. Se midi6 el colesterol utilizando el kit de ensayo de colesterol Amplex® rojo (Molecular
Probes, USA), la esfingomielina con el kit de ensayo de esfingomielina (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI,
USA) y la fosfatidilcolina se midié utilizando el kit de ensayo de fosfatidilcolina (Cayman Chemical Company, Ann
Arbor, MI, USA).

Ejemplo 38. Materiales y métodos: tripsinizacion limitada del medio condicionado

Se traté el MC con/sin Triton X o tampdn de lisis durante 30 minutos a 4°C bajo agitacion suave. Se dejé que se
produjese la digestion proteolitica mediante la adicién de tripsina al MC tratado durante 3 segundos a 20 minutos a
temperatura ambiente bajo agitacion suave. La digestion se detuvo utilizando un inhibidor de tripsina, PMSF.

Ejemplo 39. Materiales y métodos: analisis de micromatrices de miARN

Se analizaron dos réplicas biolégicas de ARN celular total de las CMM y dos réplicas bioldgicas de ARN secretado
procedente del MC mediante micromatrices de miARN. El analisis de hibridacion y de los datos fue realizado por LC
Sciences, LLC (www.LCsciences.com). El chip contenia sondas de transcriptos de miARNlistados en Sanger
miRBase version 10.1 (http://www.sanger.ac.uk/Software/Rfam/mirna/).

Ejemplo 40. Resultados: la secrecion cardioprotectora contiene proteinas asociadas a exosomas que forman
complejos multiproteicos

Para identificar el componente activo, los presentes inventores fraccionaron anteriormente el MC mediante
ultrafiltracion a través de membranas con diferente VCPM. Se demuestra que al filtrar el MC a través de una
membrana con un VCPM de 1.000 kDa, el filtrado no es protector. Sin embargo, el MC concentrado ~125 veces
frente a una membrana similar era cardioprotectora en un modelo de ratén de dafio por isquemia/reperfusion. En
resumen, la filtracién a través de filtros con un VCPM inferior a 0,2 ym, tal como 100 kDa, 300 kDa, 500 kDa ¢ 1.000
kDa, no son cardioprotectores (figura 14) pero el MC que se concentra con una membrana de 1.000 kDa (Timmers
et al.,, 2008) o una membrana de 100 kDa es cardioprotector (figura 14). Estas observaciones sugieren que la
fraccion activa consistia de complejos grandes, de >1.000 kDa o con un diametro de entre 50 y 100 nm. Basandose
en el intervalo de tamafos de las particulas, los presentes inventores plantearon que las particulas en el MC eran
exosomas. Los exosomas estan formados de cuerpos multivesiculares (Fevrier y Raposo, 2004; Keller et al., 2006)
con una membrana lipidica que presenta la misma orientaciéon que la membrana plasmatica. Es conocido que son
producidos por muchos tipos celulares y se cree que son importantes en las comunicaciones intercelulares. Los
exosomas presentan diametros de entre 40 y 100 nm. Se ha demostrado que los exosomas son secretados por
muchos tipos celulares y la composicion de proteinas de estos exosomas aparentemente eran especificos de tipos
celulares. Sin embargo, algunas proteinas tales como CD9, piruvato cinasa y Alix aparentemente se expresan
comunmente en los exosomas (Sze et al, 2007). Los presentes inventores identificaron anteriormente
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aproximadamente 201 proteinas en la secrecion (Sze et al., 2007).

En la presente memoria se extiende la lista a 793 proteinas (Tabla E2) realizando modificaciones a la metodologia
previamente descrita en el analisis protedmico tal como se detalla en la secciéon de Materiales y métodos. Las 793
contenian muchas proteinas asociadas a exosomas, tales como CD9, CD81, Alix, TSP-1, SOD-1 y piruvato cinasa
(Olver y Vidal, 2007). Se confirmé la presencia de dichas proteinas en la secrecién mediante andlisis de
inmunotransferencia (carril 1, figura 15). La coinmunoprecipitacion de CD81, CD9 y Alix corrobora su asociacion con
un exosoma y la presencia del exosoma en la secrecion. TSP-1, SOD-1 y piruvato cinasa no coinmunoprecipitaron
con CD81, sugiriendo que estas proteinas no se encuentran presentes en exosomas CD81" o no se encuentran

presentes en los exosomas en absoluto (figura 15).

Tabla E2 (a continuacién). Lista alfabética de 739 productos génicos unicos identificados mediante CL-EM/EM y

matriz de anticuerpos

02-Sep
07-Sep

AARS
ACAA2
ACAT2
ACO1
ACTB
ACTC1
ACTN1
ACTN2
ACTN3

ACTN4
ACTR1A

ACTR1B
ACTR2
ACTR3
ACTR3B
ADAMS
ADSL
ADSS
AEBP1

- AGA

AGRN
AHCY

AK1
AK2
AKR1A1

AKR1B1
ALCAM
ALDH2

ALDH7A
1

ALDOA

BPNT1
BTD

C14orft41
C190rf10
C1orf58
C1orf78
C1QBP
C1R

Cc1s
C210rf33
CALR

CAND1
CAP1

CAP2
CAPG
CAPN1
CAPN2
CAPZA1
CAPZA2
CAPZB
CARS
CBR1

CBR3
CCBL2

CCDC19
CCL18
CCL2

CCL7
CCN4
CCR4

CCR5
CCT2

COL5A3
COL6A1

COLBA2
COLBA3
COL7A1
COPA
COPG
coPs3
COPs4
coPs8
CORO1B

CORO1C
COTL1

CRIP2
cs
CSE1L
CSRP1
CSRP2
CST3
CTGF
CTHRC1
CTSB

CTSD
cTSZ

CXCL1
CXCL12
CXCL16

CXCL2
CXCL9
CycCs

D4ST1
DAG1

FAM3C
FAM48B

FAM62A
FBLN1
FBLNS
FBN1
FBN2
FDPS
FGF16
FGFRL1
FH

FKBP10
FKBP1A

FKBP3
FLNA
FLNB
FLNC
FLRT2
FLT1
FN1
FSCN1
FSTL1

FSTLS
FTL

G6PD
GALNT2
GALNTS

GANAB
GAPDH
GARS

GAS6
GBA

HINT1
HIST1H4

HIST1H4A
HIST1H4B
HIST1H4C
HIST1H4D
HIST1H4E
HIST1H4F
HIST1H4H
HIST1H4I

HIST1H4J

HIST1H4K

HIST1H4L

HIST2H2AA3
HIST2H2AA4

HIST2H4A
HIST2H4B
HIST4H4
HLA-A
HLA-B
HMX1
HNRPA1

HNRPA1L-2
HNRPA2B1

HNRPC
HNRPCLA1
HNRPD

HNRPDL
HNRPH2
HNRPK

HNRPL
HNRPR
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ITGB4BP
K-ALPHA-1

KPNB1
KRT1
KRT14
KRT2
KRT27
KRT4
KRT5
KRT6L
KRT7

KRT75
KRT77

KRT9
KRTHB4
LAMA4
LAMB1
LAMCA1
LANCL1
LAP3
LASP1
LDHA

LDHAL6B
LDHB

LEPRE1
LGALS1
LGALS3

LGALS3BP
LMNA
LOC196463

LOC283523
LOC347701

MYH9
MYL6

NAGK
NANS
NARS
NEDDS8
NEFM
NIT2
NME1
NPC2
NPEPPS

NPM1
NQO1

NRP1
NRP2
NT5E
NUCB1
OLFML3
P4HA1
P4HB
PABPC1

PABPC4
PAFAHR1
B1
PAFAH1
B2
PAFAH1
B3

PAICS
PAM

PAPPA
PARK?
PARP1

PARVA
PCBP1

PPIA

PPIB
PPP2R1
A

PPP2R4
PPP5C
PPP6C
PRDX1
PRDX2
PRDX3
PRDX4
PRDXS

PRDX86
PRG1

PRKACA
PRKCSH
PRNP -
PROCR
PROSC
PRSS23
PRSS3
PSAP
PSAT1

PSMA1
PSMA2

PSMA3
PSMA6
PSMA7

PSMB1
PSMB2
PSMB3

PSMB4
PSMB5

RPLP2
RPS10

RPS15A
RPS16
RPS19
RPS2
RPS20
RPS23
RPS3
RPS4X
RPS5

RPS7
RPS8

RPS9
RPSA
RSU1
RTN4
S100A11
S100A16
SARS
SDC4
SDCBP

SEC22B
SEC23A

SEC31A
SEMA3C

SEMA7A
SERPINB
1
SERPINB
6
SERPINE
1
SERPINE
2

SERPINF

THBS2
THOP1

THY1
TIMP1
TIMP2
TIMP3
TKT
TLN1
TMOD2
TMOD3

TNC
TNFRSF
1B
TNFRSF
12A
TNFSF1
2

TNPO1
TP53I3
TPIt
TPM1
TPM2
TPM3
TPM4
TRAP1

TRHDE
TROVE2

TSKU
TUBA1A
TUBAG6

TUBAS
TUBB
TUBB2C

TUBB3
TUBB4
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1

SERPINH
ALDOC  CCT3 Dl GBE1 HNRPU LOC646821 PCBP2  PSMD11 1 TUBB6
ANGPT4 CCT4 DCN GDF1 HNT LOC649125 PCDH18 PSMD13 SERPINI2 TUBBS
PCDHG
ANP32B  CCT5 DDAH2  GDF11  HSP90AB1  LOC653214 B6 PSMD5  SFRP1 TWF1
ANXA1  CCT6A DDB1 GDF15  HSP90B1 LOC654188 PCK2 PSMD6  SFRP4 TXN
SH3BGR
ANXA2  CCT7 DDT GDF3 HSPA1A LOC728378 PCMT1  PSMD7 L3 TXNL5
ANXA5  CCT8 DDX17  GDF5 HSPA1B LOXL2 PCNA PSME1  SIL1 TXNRD1
ANXA6  CD109 DES GDF8 HSPAI1L LRP1 PCOLCE PSME2  SLCIA5  UBE1
PDCDSI
AP1B1  CD248 -~ DKK1 GDI HSPA4 LTA P PTBP1  SLC3A2  UBE2L3
AP1S1  CD44 DLD GDI2 HSPAS LTA4H PDGFA  PTK7 SND1 UBE2N
PTPRCA
AP2A1  CD59 DNAJC3  GLOf HSPA6 LTB PDGFC P SNRPD1  UBE2V1
PDGFR
AP2A2  CD8{ DPP3 GLRX HSPA8 LTB4DH B PTX3 SNRPE  UBE3B
AP2B1  CD9 DPYSL2 GLT8D3 HSPB1 LTBP1 PDIA3 PURA SOD1 UCHL1
AP3B1  CDC37 DPYSL3  GLUD1  HSPD1 LTBP2 PDIA4 PXDN SPARC  UCHL3
APEX1  CDC42 DSTN GM2A  HSPE1 LUM PDIAG PYCR1  SPOCK  UGDH
GNPDA
API5 CDH11 DYNLLT 1 HSPG2 M6PRBP1  PDLIM1  PYGB SPTANT  UGP2
APOA1B GNPNA
P CDH13 ECHS1  T1 HSPH1 MACF1 PDLIMS  QARS SPTBN1  UROD
APOE CDH2 ECM1 GOT1 HTRA1 MADH4 PDLIM7  QPCT SPTBN4  USP14
APP CFL1 EEF1A1  GOT2 IDH1 MAP1B PEPD QSCN6  SRP9 USP5
APRT CFL2 EEF1A2  GPC1 IFNG... MAPK1 PFN1 RAB11B  SRPX VARS
ARCN1  CHID1 EEFIB2 GPC5 IGF2R MAPRE1 PFN2 RABIA  SRPX2 VASN
ARHGA
P1 CHRDL1  EEFIG  GPI IGFBP2 MAT2A PGCP RABBA  SSB VAT1
ARHGDI
A CLEC11A  EEF2 GREM1  IGFBP3 MAT2B PGD RACT ST13 vCL
ARPC1A  CLIC1 EFEMP2 GRHPR  IGFBP4 MCTS1 PGK1 RAN ST6GAL2 VCP
ARPC1B  CLIC4 EIF2S3  GRN IGFBP5 MDH1 PGK2 RANBP5  STATT VEGFC
RARRES
ARPC2  CLSTN1  EIF389  GSN IGFBP7 MDH2 PGLS 2 sTC1 VIL2
ARPC3  CLTC EIF4A1  GSR IGKC MFAP4 PGM1 RARS sTC2 VIM
PGRMC
ARPC4  CLTCL1  EIF4A2  GSS IL13 MGAT5 2 RBMX STIP1 VPS26A -
ARTS-1  CLU EMILINT  GSTK1  IL15 MIF PHGDH  RHOA SULF1 VPS35
ATIC CMPK EML2 GSTO1  IL15RA MMP1 PHPT1  RNASE4 SVEP1 VTN
ATPSB  CNDP2 ENO1 GSTP1  IL1RAP MMP10 PICALM  RNH1 SYNCRIP  WARS
ATP6AP
1 CNN2 ENO2 GTPBPY  IL2 MMP14 PKM2 RNPEP  TAGLN WDR1
ATP6AP
2 CNN3 ENO3 GZMA  IL21R MMP2 PLAU RPL10A TAGLN2  WNT5A
ATP6V1
B2 COL12A1  EPPK1 H2AFY  IL3 MRC2 PLEC1  RPLM TALDO1  WNT5B
ATP6V1 PLEKHC
G2 COL18A1  EPRS HADH ILe MRLC2 1 RPL12  TARS XPO1
B2M COL1A1  ESD HARS ILeST MSN PLOD1  RPL14  TCN2 YKT6
B4GALT .
1 COL1A2  ETF1 HARS2  IL8 MTAP PLOD2 RPL18  TCP1 YWHAB
hCG_16
BASP1  COL2A1  ETFB 41617 ILF2 MTPN PLOD3  RPL22  TFPI YWHAE
hCG_20
BAT1 COL3A1  ETHE1 23776 ILF3 MVP PLS1 RPL30  TGFB1 YWHAG
BBS1 COL4A1  EXT1 HEXA INHBA MXRAS PLS3 RPLS TGFB2 YWHAH
BCAT1  COL4A2  FAH HEXB IQGAP1 MXRA8 PLSCR3 RPL7 TGFBI YWHAQ
BGN COL5A1  FAHD1  HGF ISOC1 MYH11 POSTN RPLPO  THBS YWHAZ
BLVRA  COL5A2  FAM129 HIBCH  ITGA2 MYH14 PPCS RPLP1  THBS1

Tabla E2. Perfil proteémico de MC determinado mediante CL EM/EM y matrices de anticuerpos. Se analizaron
cuatro muestras independientes. Se detectd cada proteina en la tabla en por lo menos 3 de 4 muestras.

De las proteinas anteriormente indicadas en la Tabla E2, se identificaron mediante CL EM/EM y matrices de

anticuerpos, TIMP1, TIMP2, TNFRSF11B, LGALS3, ALCAM, DCN, SFRP1, GDF15, PDGFC, PTX3, LTBP1,
IGFBP2, GREM1, IGFBP7, MIF, MMP1, PLAU, INHBA y THBS1. PPIA, HIST1H4, PPIB, HIST1H4A, HIST1H4B,
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HIST1H4C, HIST1H4D, HIST1H4E, HIST1H4F, HIST1H4H, HIST1HRI, HIST1H4J, HIST1H4K, HIST1HA4L,
HIST2H2AAS3, HISTH2AA4, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST4H4, HLA-A, HLA-B, SDCBP, TUBA1A, TUBAG, TUBAS,
GAPDH, TUBB, TUBB2C, TUBB3, TUBB4, TUBB6, TUBB8, HSP90AB1, ANXA1, HSP90B1, ANXA2, ANXAS5,
ANXAG6, PDCD6IP, CD9, CFL1, CLTC, ENO1, PKM2, MSN e YWHAG fueron identificados mediante CL EM/EM y
por lo menos 4 estudios sobre exosomas secretados por las células en cultivo. FGF16, FGFRL1, TNFRSF12A,
TNFSF12, CXCL1, CCL18, CXCL12, CCL2, CXCL16, CCL7, CXCL2, CCN4, CXCL9, CCR4, CCR5, ANGPT4,
GDF1, GDF11, SFRP4, GDF3, GDF4, GDF8, DKK1, LTA, PDGFA, LTB, MADH4, IFNG, GPC5, IGF2R, CHRDLA1,
GRN, VEGFC, IL13, IL15, EML2, IL15R1, IL1RAP, MMP10, IL2, GZMA, IL21R, IL3, IL6, IL6ST, IL8, HGF y THBS
fueron identificados mediante una matriz de anticuerpos. Las proteinas restantes se identificaron mediante CL
EM/EM.

Ejemplo 41. Resultados: las proteinas asociadas a exosomas se localizan en vesiculas fosfolipidicas

Para verificar la presencia de exosomas en el MC, el MC se ultracentrifugd a 200.000g durante dos horas. Se
produjo un enriquecimiento de >200 veces de CD9, una proteina asociada a exosomas, en el sedimento, sin nivel
detectable de CD9 en el sobrenadante (figura 16). La ultracentrifugacion a 100.000g durante una hora no resulté
suficiente para sedimentar la totalidad de CD9 (figura 16). La filtracién del MC a través de un filtro con un VCPM de
500 kDa, seguido de centrifugacion del filtrado o el retenido a 200.000g durante 2 horas generé un sedimento en la
fraccion de retenido (figura 16). Se encontré que este sedimento se encontraba enriquecido en CD9 que presentaba
un PM de 19 kDa. Sin embargo, este sedimento no confirid ninguna cardioprotecciéon en un modelo de ratén de
dafos por isquemia/reperfusion y los presentes inventores considerado que ello se debe a la necesidad de agitacion
con vortex vigorosa y pipeteado para resuspender el sedimento. Se observé que sélo una fraccion de CD9
sedimentaba a 100.000g y a 200.000 g durante una hora y que la mayor parte sedimentaba a 200.000g durante dos
horas. Una pequefa fraccion sedimentaba a 200.000g durante cuatro horas. Conjuntamente, estas observaciones
apoyan la hipétesis de los presentes inventores de que el componente activo es un complejo relativamente grande
que puede sedimentarse mediante ultracentrifugacion.

Para confirmar que las proteinas asociadas a exosomas se encuentran en efecto en los exosomas, es decir
vesiculas fosfolipidicas, se fraccioné el MC en un gradiente de densidad de sacarosa mediante ultracentrifugacion
de equilibrio. Al igual que las vesiculas lipidicas, la densidad de los exosomas se encontraba comprendida entre
1,13 g m-1y 1,19 g m-1 y flotaban en los gradientes de sacarosa. La flotacién en gradientes de sacarosa puede
separar facilmente los exosomas del material contaminante, tal como agregados de proteinas o fragmentos
nucleosoémicos (Thery et al., 2002). A continuaciéon se analizaron las fracciones del gradiente de sacarosa para la
presencia de CD9, CD81, Tsp1, SOD-1 y piruvato cinasa a lo largo del gradiente (figura 17A). Una caracteristica
notable es que las proteinas no sedimentaron en la densidad esperada de las proteinas que se correlaciona con su
peso molecular. Para determinar si estas densidades aparentes se deben a que las proteinas se encuentran
contenidas en vesiculas lipidicas, se traté el MC con un tampén de lisis celular (figura 17B) antes de fraccionarlas en
un gradiente de densidad de sacarosa. Este pretratamiento con un reactivo de solubilizacién de membranas
plasmaticas restaura cada una de las densidades aparentes a la densidad esperada de las proteinas que se
correlaciona con su peso molecular. Por lo tanto, las proteinas asociadas a exosomas se localizan en vesiculas
lipidicas, lo que es consistente con la hipotesis de exosomas de los presentes inventores.

Para confirmar que existen vesiculas lipidicas en el MC, se determind la concentracion de esfingomielina y
fosfatidilcolina, los fosfolipidos principales de la membrana plasmatica, y de colesterol (figura 17C). Tal como se
esperaba, la concentracion relativa de estos lipidos por cada ug de proteina era mas alta en el MC que en el medio
no condicionado. Ademas, la ultracentrifugacion del MC a 200.000g durante 2 horas incrementé significativamente la
concentracion de los lipidos (figura 17C).

Ejemplo 42. Resultados: las proteinas exosémicas se encuentran unidas a membrana o encapsuladas

Debido a que las proteinas asociadas a exosomas incluyen muchas proteinas de membrana conocidas, tales como
CD9 y proteinas citosolicas tales como SOD1, los presentes inventores determinaron si estas proteinas se
localizaban igualmente sobre la membrana lipidica y el lumen de las vesiculas. Se sometié el MC a tripsinizacion
limitada durante el tiempo (figura 18A). CD9, que presenta un PM similar al de SOD1 es relativamente mas
susceptible a la digestién con tripsina que SOD1. La digestion de SOD1 se observa Unicamente después de la
digestion de mas de 50% de CD9 (figura 18A). Al contrario que la digestién triptica de SOD1, que no generd
intermediarios detectables, la digestion triptica de CD9 generd tres intermediarios peptidicos tripticos, sugiriendo que
CD9 presenta dominios con diferente sensibilidad a la tripsina. Basandose en la longitud de los intermediarios
peptidicos y los sitios tripticos conocidos de CD9, se localizaron tres intermediarios peptidicos tripticos susceptibles
en los dominios transmembranales o citoplasmaticos. Lo anterior sugiere que el dominio extracitoplasmatico
conocido del CD9 celular se encuentra expuesto de manera similar al CD9 secretado y que por lo tanto es sensible a
la tripsina, mientras que los dominios transmembranal y citoplasmatico no se encuentran expuestos y por lo tanto
son relativamente resistentes a la digestion triptica. Conjuntamente, estas observaciones sugieren que CD9, una
proteina membranal conocida también se encuentra unida a membrana en el exosoma y se encuentra orientada en
la misma direccion que CD9 en la membrana plasmatica, mientras que SOD-1 citosélico se localiza en el lumen y
podria resultar digerido Unicamente en caso de compromiso de la integridad de la membrana por la digestion de
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proteinas membranales.
Ejemplo 43. Resultados: presencia de ARN encapsulado en vesiculas lipidicas en la secrecion de las CMM

Se ha informado anteriormente que las células secretan ARN en exosomas (Smalheiser, 2007; Taylor y Gercel-
Taylor, 2008; Valadi et al., 2007). Para determinar si el ARN se encuentra presente en la secrecion cardioprotectora,
se extrajo el MC para el ARN mediante Trizol, rindiendo 5 a 6 ug de ARN por cada mg de proteina. Al separarlo en
un gel de glioxal-agarosa (figura 19A) o en un urea-PAGE (figura 19B), el ARN contenia niveles indetectables de
ARN ribosémico 18S y 28S, siendo la mayor parte del ARN <300 nt. Para determinar si la estabilidad del ARN en la
secrecion se debia a su encapsulado dentro de una vesicula fosfolipidica tal como se observa para las proteinas, se
traté el MC con ARNasa antes de extraer el ARN. El rendimiento y distribuciéon de tamafios del ARN eran similares a
los de MC no tratado (figura 19C), sugiriendo que los ARN secretados se encuentran protegidos frente a la
degradacion por ARNasa. A continuacién, los presentes inventores sometieron a ensayo la posibilidad de que los
ARN se encuentran protegidos por una membrana lipidica, de manera similar a una membrana celular, mediante
tratamiento del MC con un tampén de lisis celular basado en SDS, ciclodextrina o fosfolipasa A2. Tras el tratamiento
con uno de los cuatro reactivos, se expuso el MC a ARNasa y después se extrajo el ARN. El pretratamiento con un
tampodn de lisis celular basado en SDS resulté en una pérdida completa de los ARN, mientras que el tratamiento con
ciclodextrina o fosfolipasa A2 condujo a una degradacion y pérdida parciales de los ARN. Estas observaciones
sugieren que el ARN se encuentra protegido de la actividad de ARNasa por una membrana fosfolipidica rica en
colesterol, de manera que la membrana es facilmente disuelta 0 comprometida por un tampén de lisis celular basado
en SDS, un detergente tal como TritonX-100 que disuelve los lipidos, ciclodextrina que quela y extrae el colesterol, o
la degradacion por fosfolipasa D. Los presentes inventores observaron ademas que los ARN de ~70 a 100 nt son
mas sensibles a la actividad de la ARNasa lll que los de menor PM, sugiriendo que los ARN de mayor tamafo son
de doble cadena (figura 19D).

Ejemplo 44. Resultados: los ARN secretados son secuestrados en vesiculas

Debido a que se ha demostrado que los ARN se encuentra en vesiculas lipidicas, los presentes inventores
determinaron seguidamente la densidad de flotacidon de estas vesiculas utilizando la ultracentrifugaciéon de equilibrio
en gradiente de sacarosa. Se cargé MC, MC pretratado con tampodn de lisis o un grupo de marcadores de PM del
ARN en un gradiente de densidad de sacarosa y se ultracentrifugd, tal como se indica en la figura 4a, b. A
continuacion se extrajeron los gradientes en trece fracciones y seguidamente se extrajo cada fraccion para el ARN.
Los ARN secretados se equilibraron a una densidad de entre 1,074 y 1,1170 g/ml (figura 20). En contraste, los
marcadores de PM de ARN mostraron una densidad de flotacion de entre 1,115y 1,1170 g/ml y el pretratamiento del
MC con tampén de lisis antes de la centrifugacion causé un incremento de la densidad del ARN secretado hasta la
de los marcadores de PM de ARN, es decir, 1,115 a 1,145 g/ml (figura 20C). Por lo tanto, estas observaciones son
consistentes con que los ARN se encuentren encapsulados en una vesicula lipidica y de esta manera presentan una
densidad aparente que es muy inferior a la del ARN soluble. El pretratamiento del MC con tampdn de lisis liberé el
ARN y resulté en la sedimentacion del ARN a la densidad de los marcadores de ARN.

Ejemplo 45. Resultados: las vesiculas que contienen ARN no se encuentran en exosomas que contienen
CD81

Tal como se ha mostrado anteriormente, CD9, CD81 y Alix coinmunoprecipitaron con anticuerpos anti-CD81. En la
presente memoria se someti6 a ensayo si el ARN también inmunoprecipitaba con CD81. Tras la
inmunoprecipitaciéon, el ARN no se encontraba presente en el precipitado sino que se mantenia en el sobrenadante
(figura 21). Por lo tanto, los ARN secretados no resultan secuestrados en las vesiculas CD81", CD81" CD9" o CD81"
CD9" Alix".

Ejemplo 46. Resultados: los ARN secretados contienen microARN que incluyen pre-ARNip

Se ha informado de que los exosomas contienen microARN (Smalheiser, 2007; Taylor y Gercel-Taylor, 2008; Valadi
et al., 2007) y debido a que la mayor parte de los ARN en el MC son menores de 300 nt, los presentes inventores
sometieron a ensayo el ARN de las CMM y de su MC para la presencia de microARN (ARNip) llevando a cabo una

hibridacion de micromatrices. Se detectaron 149 miARNen las CMM y 63 fueron detectadas en el MC (figura 22A,
Tabla E3, a continuacion).
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hsa-miR-24- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-let-7a | 2* hsa-miR-98 | 149* 214 hsa-miR-484
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-491-
hsa-let-7b | hsa-miR-25 | 99a 151-3p 221 5p
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-let-7c | 26a 9%b 151-5p 222 hsa-miR-503
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-let-7d | 26b 100 152 320 505%
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-532-
hsa-let-7¢ | 27a 103 155 324-5p Sp
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-574-
hsa-let-7f | 27b 106a 181a 328 3p
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-574-
hsa-let-7g | 27b* 106b 181a* 330-3p 5p
hsa-miR-28- | hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-let-71 3p 107 181a-2%* 331-3p hsa-miR-575
hsa-miR- hsa-miR-28- | hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
10a 5p 125a-3p 181b 335 hsa-miR-584
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
15a 29a 125a-5p 181c 342-3p hsa-miR-612
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
15b 29¢ 1250 181d 345 hsa-miR-625
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR-16 | 30a 126 185 361-5p hsa-miR-629
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
hsa-miR-17 | 30a* 128 186 362-3p hsa-miR-638
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
18a 30b 130a 187* 362-5p hsa-miR-663
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-671-
18b 30c 130b 191 365 S5p
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
19b 30d 132 191* 374b hsa-miR-708
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
20a 30e 137 192 421 hsa-miR-744
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
20b 30e* 140-3p 193a-5p 423-5p hsa-miR-766
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-768-
hsa-miR-21 | hsa-miR-31 | 143 195 424 3p
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-768-
hsa-miR-22 | 31* 145 197 424* 5p
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-769-
22* 34a 145% 199a-3p 425 Sp
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
23a 34a* 146a 199a-5p 425% hsa-miR-877
hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-923
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23a* 92a 146b-5p 199b-5p 454

hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-

23b 92b 148b 210 455-3p hsa-miR-940

hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-

hsa-miR-24 | hsa-miR-93 | 149 212 483-5p

hsa-let-7b* | hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
124 296-5p 765 1228 1238

hsa-let-7d* | hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
150* 493%* 933 1234

hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-

122 198 572 1224-5p 1237

Tabla E3. Lista de miARNen CMM y MC determinado mediante hibridacion de micromatrices.

Se encontraban presentes 47 miARNtanto en CMM como MC. Estos eran: hsa-let-7a, hsa-miR-149*, hsa-miR-214,
hsa-let-7b, hsa-miR-221, hsa-let-7c, hsa-miR-26a, hsa-miR-151-5p, hsa-miR-222, hsa-let-7d, hsa-miR-100, hsa-miR-
320, hsa-let-7e, hsa-miR-103, hsa-let-7f, hsa-miR-181a, hsa-miR-574-3p, hsa-miR-574-5p, hsa-let-7i, hsa-miR-107,
hsa-miR-575, hsa-miR-125a-5p, hsa-miR-125b, hsa-miR-361-5p, hsa-miR-638, hsa-miR-663, hsa-miR-191, hsa-
miR-671-5p, hsa-miR-132, hsa-miR-191*, hsa-miR-193a-5p, hsa-miR-423-5p, hsa-miR-21, hsa-miR-31, hsa-miR-
143, hsa-miR-22, hsa-miR-145, hsa-miR-23a, hsa-miR-146a, hsa-miR-425%, hsa-miR-92a, hsa-miR-923, hsa-miR-
23b, hsa-miR-940, hsa-miR-24, hsa-miR-149 y hsa-miR-483-5p.

Eran detectables 16 miARNen el MC pero se encontraban presentes a niveles inferiores al nivel de deteccién en las
CMM. Estos eran: hsa-let-7b*, hsa-miR-124, hsa-miR-296-5p, hsa-miR-765, hsa-miR-1228, hsa-miR-1238, hsa-let-
7d*, hsa-miR-150%, hsa-miR-493*, hsa-miR-933, hsa-miR-1234, hsa-miR-122, hsa-miR-198, hsa-miR-572, hsa-miR-
1224-5p y dhsa-miR-1237.

Los miARNsiguientes se encuentran presentes unicamente en CMM: hsa-miR-24-2*, hsa-miR-98, hsa-miR-484, hsa-
miR-25, hsa-miR-99a, hsa-miR-151-3p, hsa-miR-491-5p, hsa-miR-99b, hsa-miR-503, hsa-miR-26b, hsa-miR-152,
hsa-miR-505%, hsa-miR-27a, hsa-miR-155, hsa-miR-324-5p, hsa-miR-532-5p, hsa-miR-27b, hsa-miR-106a, hsa-miR-
328, hsa-let-7g, hsa-miR-27b*, hsa-miR-106b, hsa-miR-181a*, hsa-miR-330-3p, hsa-miR-28-3p, hsa-miR-181a-2*,
hsa-miR-331,3p, hsa-miR-10a, hsa-miR-28-5p, hsa-miR-125a-3p, hsa-miR-181, hsa-miR-335, hsa-miR-584, hsa-
miR-15a, hsa-miR-29a, hsa-miR-181¢, hsa-miR-342-3p, hsa-miR-612, hsa-miR-15b, hsa-miR-29c, hsa-miR-181d,
hsa-miR-345, hsa-miR-625, hsa-miR-16, hsa-miR-30a, hsa-miR-126, hsa-miR-185, hsa-miR-629, hsa-miR-17, hsa-
miR-30a*, hsa-miR-128, hsa-miR-186, hsa-miR-362-3p, hsa-miR-18a, hsa-miR-30b, hsa-miR-130a, hsa-miR-187*,
hsa-miR-362-5p, hsa-miR-18b, hsa-miR-30c, hsa-miR-130b, hsa-miR-365, hsa-miR-19b, hsa-miR-30d, hsa-miR-
374b, hsa-miR-708, hsa-miR-20a, hsa-miR-30e, hsa-miR-137, hsa-miR-192, hsa-miR-421, hsa-miR-744, hsa-miR-
20b, hsa-miR-30e*, hsa-miR-140-3p, hsa-miR-766, hsa-miR-195, hsa-miR-424, hsa-miR-768-3p, hsa-miR-31*, hsa-
miR-197, hsa-miR-424*, hsa-miR-768-5p, hsa-miR-22*, hsa-miR-34a, hsa-miR-145*, hsa-miR-199a-3p, hsa-miR-
425, hsa-miR-769-5p, hsa-miR-34a*, hsa-miR-199-5p, hsa-miR-877, hsa-miR-23a*, hsa-miR-146b-5p, hsa-miR-
199b-5p, hsa-miR-454, hsa-miR-92b, hsa-miR-148b, hsa-miR-210, hsa-miR-455-3p, hsa-miR-93 y hsa-miR-212.

El analisis de micromatrices indicé ademas que el MC contenia niveles significativos de miARNanti-guia (indicado
con un asterisco). Por ejemplo, las proporciones relativas de let7b a let7b*, de let7d a let7d* y de miR-191 a miR-
191* en el MC son mucho menores que en las CMM (figura 22B). En las células el corte del pre-ARNip tallo-bucle
genera el miARNguia maduro y el miARN* antiguia. Este ultimo habitualmente resulta degradado en la célula. Una
posible explicacion para la baja proporcion de miARNguia a miARNanti-guia es que los microARN en la secrecion
son pre-ARNip y no ARN maduros. Resulta consistente con esta posibilidad las observaciones de los presentes
inventores de que los ARN de 70 a 100 nt de ARN son de doble cadena (figura 19D). Para confirmar este resultado,
se llevo a cabo analisis de PCR de ARN transcrito inversamente utilizando cebadores especificos para ARNm guia y
pre-ARNip con o sin tratamiento previo de ARNasa lll. El tratamiento de ARNasa Ill confirma la presencia de pre-
ARNip mediante degradacion del pre-ARNip, haciendo que resulte indetectable mediante RT-PCR.

Ejemplo 47. Resultados: la secrecion cardioprotectora contiene Unicamente particulas con un radio
hidrodindmico de 45 a 55 nm en el intervalo detectable de 1 a 1.000 nm

Para confirmar que la secrecidn contenia complejos grandes, en primer lugar se separ6 MC y MNC mediante
exclusién por tamafio en una HPLC (figura 13) y cada pico eluido medio a partir de la absorbancia a 220 nm
seguidamente se examind para dispersion dinamica de la luz (DDL) utilizando un detector cuasi-elastico de
dispersién de la luz (DDLC).
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Sélo un pico eluido con un tiempo de retencion de 11 a 13 minutos mostré una dispersion dinamica de la luz y el ry
de las particulas en este pico era de aproximadamente 45 a 55 nm. Los otros picos eluidos con un tiempo de
retencion de 13 a 16 y 17 a 19 minutos no mostraron dispersién dinamica de la luz. Debido a que el intervalo de
deteccién de r, de la DDL es de 1 a 1.000 nm y el didmetro de una alfa-hélice de ADN es de 2 nm, las proteinas
globulares son de 1 a 10 nm, el poro nuclear (50 nm), los virus grandes (100 nm) y las mitocondrias son de 3 um, la
DDL es por lo tanto capaz de detectar la mayoria de las particulas bioldgicas.

Basandose en la observacion de los presentes inventores de que la cardioproteccion se asocia a una fraccion que
presenta un PM de >1.000 kDa, los presentes inventores plantearon la hipétesis de que el pico de elucién en un
tiempo de retencion de 12 minutos era el componente activo.

Para confirmar lo anterior, se recolecté dicho pico eluido y se sometié a ensayo en un modelo de ratén de isquemia
miocardica/dafio por reperfusion tal como se ha descrito con anterioridad (Timmers et al., 2008).
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Diversas modificaciones y variaciones de los procedimientos descritos y sistema de la invencion resultaran evidentes
para el experto en la materia sin apartarse del alcance de la invencién. Aunque la invencion ha sido descrita
haciendo referencia a formas de realizacion preferidas especificas, debe apreciarse que la invencidon segun las
reivindicaciones no debe considerarse indebidamente limitada a dichas formas de realizacion especificas y que
pueden introducirse muchas modificaciones y adiciones a las mismas comprendidas dentro del alcance de la
invencion. En efecto, diversas modificaciones de los modos descritos de poner en practica la invencion que resultan
evidentes para el experto en biologia molecular o campos relacionados se pretende que se encuentren
comprendidas dentro del alcance segun las reivindicaciones. Ademas, pueden realizarse diversas combinaciones de
las caracteristicas de las reivindicaciones dependientes siguientes con las caracteristicas de las reivindicaciones
independientes sin apartarse del alcance de la presente invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Exosoma aislado a partir de una célula troncal mesenquimatosa y que presenta un tamafo de entre 50 nmy 100
nm segun se determina mediante microscopia electrénica, comprendiendo el exosoma por lo menos una propiedad
biolégica de una célula troncal mesenquimatosa, tal como una actividad biolégica de un medio condicionado por una
célula troncal mesenquimatosa (CMM-MC).

2. Exosoma segun la reivindicacion 1, en el que la actividad biolégica comprende la cardioproteccion.

3. Exosoma segun la reivindicacion 1 o 2, que puede reducir el tamafio del infarto por ejemplo tal como se somete a
ensayo en un modelo de raton o cerdo de isquemia miocardica y dafio por reperfusion, o que puede reducir el estrés
oxidativo, por ejemplo tal como se somete a ensayo en un ensayo in vitro de muerte celular inducida por perdxido de
hidrégeno (H205).

4. Exosoma segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el exosoma comprende por lo menos
70% de proteinas en un medio condicionado por células troncales mesenquimatosas (CMM-MC), tal como las
seleccionadas de la lista representada en la Tabla D1 o E2 o son productos génicos de los genes representados en
la Tabla D2 o que comprenden uno o mas miARN como los representados en la Tabla E3.

5. Exosoma segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el exosoma comprende: (a) un complejo
de peso molecular >100 kDa, por ejemplo que comprende proteinas de <100 kDa; (b) un complejo de peso
molecular >300 kDa, por ejemplo que comprende proteinas de <300 kDa; o (c) un complejo de peso molecular
>1.000 kDa.

6. Exosoma segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el exosoma presenta un tamafo de entre
50 nm y 100 nm segun se determina mediante filtracion con un filtro de 0,2 um y concentraciéon con una membrana
con un valor de corte de peso molecular de 10 kDa, o un radio hidrodinamico inferior a 100 nm, tal como entre
aproximadamente 30 nm y aproximadamente 70 nm, entre aproximadamente 40 nm y aproximadamente 60 nm, tal
como entre aproximadamente 45 nm y aproximadamente 55 nm, tal como aproximadamente 50 nm, por ejemplo tal
como se determina mediante difraccion laser o dispersion dinamica de la luz.

7. Exosoma segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el exosoma comprende un lipido
seleccionado de entre el grupo que consiste en: fosfolipido, fosfatidilserina, fosfatidilinositol, fosfatidilcolina,
esfingomielina, ceramidas, glucolipido, cerebrésido, esteroides, colesterol, por ejemplo en el que la proporcién de
colesterol-fosfolipido es superior a 0,3-0,4 (moles/moles).

8. Exosoma segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el exosoma comprende una balsa
lipidica, o en el que el exosoma es insoluble en detergente no idnico, preferentemente Triton-X100 o en el que el
exosoma es tal que las proteinas de los pesos moleculares especificados en la reivindicacion 4 permanecen
sustancialmente en los complejos de los pesos moleculares especificados en dichas reivindicaciones cuando el
exosoma es tratado con un detergente no iénico, o en el que el exosoma es sensible a la ciclodextrina,
preferentemente ciclodextrina 20 mM, de manera que por ejemplo el tratamiento con ciclodextrina causa una
disolucién sustancial de los complejos especificados en la reivindicacion 5.

9. Exosoma segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el exosoma comprende acido
ribonucleico (ARN), preferentemente en el que el exosoma presenta una proporciéon de absorbancia de 1,9 (260:280
nm), o en el que el exosoma comprende un antigeno de superficie seleccionado de entre el grupo que consiste en:
CD9, CD109 y thy-1.

10. Procedimiento para producir un exosoma segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, comprendiendo el
procedimiento: (a) obtener un medio condicionado por células troncales mesenquimatosas (CMM-MC); (b)
concentrar el medio condicionado por células troncales mesenquimatosas; (c) someter el medio condicionado por
células troncales mesenquimatosas concentrado a una cromatografia de exclusién por tamafio; y (d) seleccionar las
fracciones absorbentes de UV.

11. Composicion farmacéutica que comprende un exosoma segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9
conjuntamente con un excipiente, diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

12. Exosoma segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 o composicién farmacéutica segun la reivindicacion 11
para la utilizacién en un método de tratamiento de una enfermedad.

13. Utilizacion de un exosoma segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para la preparacion de una
composicion farmacéutica destinada al tratamiento de una enfermedad, en la que la enfermedad se selecciona de
entre el grupo que consiste en: insuficiencia cardiaca, enfermedad de la médula ésea, enfermedad de la piel,
quemaduras y enfermedades degenerativas tales como la diabetes, la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de
Parkinson, el cancer, el infarto de miocardio, una herida cutanea, un trastorno dermatolégico, una lesion
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dermatoldgica, la dermatitis, la soriasis, el condiloma, las verrugas, el hemangioma, los queloides, el cancer de piel,
la dermatitis atopica, la enfermedad de Behcet, la enfermedad granulomatosa crénica, el linfoma cutaneo de
linfocitos T, la ulceracién, un estado patolégico caracterizado por que presenta lesion inicial que induce inflamacion y
desregulacion inmunoldgica que conduce al remodelado crénico de los tejidos, incluyendo fibrosis y pérdida de
funcion, la lesion isquémica renal, la fibrosis quistica, la sinusitis y la rinitis 0 una enfermedad ortopédica.

14. Sistema de administracion para administrar un exosoma, que comprende un exosoma segun cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 9 conjuntamente con un dispensador que puede hacerse funcionar para administrar el exosoma
a una diana.
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FIGURA 1B
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FIGURA 1D
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FIGURA 1E
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FIGURA 4D
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FIGURA 12
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FIGURA 15
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FIGURA 16
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FIGURA 18
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FIGURA 19
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FIGURA 20
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FIGURA 21
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FIGURA 22
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FIGURA 23
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