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DESCRIPCION

Composicién que comprende dos o mas isoformas del factor de crecimiento de hepatocitos para uso en el
tratamiento de revascularizacion incompleta del miocardio después de un injerto de derivacion de la arteria coronaria

Campo de la invencion

La presente descripcion se refiere a métodos para tratar o prevenir afecciones cardiacas en un sujeto que
comprenden administrar al sujeto dos o mas isoformas del factor de crecimiento de hepatocitos (HGF). La presente
descripcion se refiere adicionalmente a métodos para promover el crecimiento de células endoteliales en un vaso
sanguineo que comprenden administrar al vaso sanguineo dos o mas isoformas del factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF). En una realizacion, las dos o mas isoformas de HGF se administran en forma de uno o mas
polinucleétidos que codifican las isoformas.

Antecedentes de la invencion

El HGF es una glicoproteina de unién a heparina también conocido como factor de dispersion o hepatopoyetina A.
Originalmente identificado como un factor de crecimiento hepatotréfico potente (Nakamura et al., Nature 342: 440
(1989)), el HGF es una proteina de unién a heparina derivada del mesénquima que tiene mudltiples efectos
bioldgicos, tales como mitogénesis, motogenesis y morfogénesis de diversos tipos de células. Un gen que codifica el
HGF se localiza en el cromosoma 7g21.1 y comprende 18 exones y 17 intrones, que tienen la secuencia de
nucleotidos de SEQ ID NO: 1 (Seki T., et al., Gene 102: 213-219 (1991)). Un transcrito de aproximadamente 6 kb se
transcribe a partir del gen de HGF, y a continuacion se sintetiza a partir de ahi un polipéptido precursor de HGF
completo (fIHGF) que consiste en 728 aminoacidos, que comprende los siguientes dominios: bucle de horquilla N-
terminal-kringle1-kringle2-kringle3-kringle4-dominio de serina proteasa inactivado. Al mismo tiempo, se sintetizan
otras varias isoformas del polipéptido HGF mediante corte y empalme alternativo del gen de HGF. Las isoformas
conocidas incluyen la variante por delecion de HGF (HGF completo excepto por una delecidon de cinco residuos en
kringle1), NK1 (bucle de horquilla N-terminal kringle1), NK2 (bucle de horquilla N-terminal kringle1-kringle2), y NK4
(bucle de horquilla N-terminal kringle1-kringle2-kringle3-kringle4). Ademas, existen variantes alélicas de cada
isoforma. Los precursores bioldgicamente inactivos se pueden convertir en formas activas de heterodimero unido por
enlaces disulfuro por una proteasa en el suero. En los heterodimeros, la cadena alfa que tiene un peso molecular
elevado forma cuatro dominios kringle y un bucle de horquilla N-terminal como una regién peptidica preactivada de
plasmindégeno. Los dominios kringle de una estructura de bucles unidos por tres enlaces disulfuro que consiste en
aproximadamente 80 aminoacidos pueden jugar un papel importante en la interaccion proteina-proteina. La cadena
beta de bajo peso molecular forma un dominio de tipo serina proteasa inactivo. EI dHGF que consiste en 723
aminoacidos es un polipéptido con una delecion de cinco aminoacidos en el primer dominio kringle de la cadena alfa,
es decir, F, L, P, Sy S, debido al corte y empalme alternativo entre el exén 4 y el exon 5.

In vivo, se generan dos isoformas de HGF (IHGF que tiene 728 aminoacidos y dHGF que tiene 723 aminoacidos)
por medio de corte y empalme alternativo entre el exén 4 y el exén 5. Aunque tanto IHGF como dHGF comparten
varias funciones biolégicas, son diferentes en términos de propiedades inmunoldgicas y varias propiedades
bioldgicas.

Se ha demostrado que el HGF estimula la angiogénesis mediante la regulacion del crecimiento de las células
endoteliales y la migracion de células musculares lisas vasculares. Debido a su actividad angiogénica, el HGF es
considerado como uno de los candidatos prometedores en la angiogénesis terapéutica. "Angiogénesis terapéutica”
se refiere a una intervencion que utiliza factores angiogénicos, ya sea en forma de proteinas recombinantes o en
forma de genes, para el tratamiento de enfermedades isquémicas, tales como la enfermedad arterial coronaria
(EAC), o la enfermedad arterial periférica (EAP). También se sabe que el HGF estimula no solo el crecimiento sino
también la migracion de las células endoteliales (Bussolino et al., J Cell Biol. 119: 629 (1992); Nakamura et al., J
Hypertens 14: 1067 (1996).), y se ha sometido a ensayo para determinar su papel como agente estimulador de la
reendotelizacion (Yasuda et al., Circulation 101: 2546 (2000); Hayashi et al., Gene Ther 7: 1664 (2000)).

El HGF se ha utilizado como agente para la angiogénesis terapéutica. Morishita et al., han utilizado el gen de HGF
para el tratamiento de EAP y EAC. Observaron cierta respuesta terapéutica para EAP después de administrar el gen
de HGF, pero no estuvo claro si la transferencia del gen de HGF fue eficaz para el tratamiento de EAC. Hasta la
fecha, la transferencia del gen de HGF se ha sometido a ensayo en varios modelos animales para EAC (Miyagawa
et al., Circulation 105: 2556 (2002); Azuma et al., Gene Ther. 13: 1206 (2006); Aoki et al., Gene Ther 7: 411 (2000);
Funatsu et al., J. Thoracic Cardiovasc Surg 124: 1099 (2002)). Sin embargo, todavia existe controversia sobre si la
transferencia del gen de HGF tiene efectos beneficiosos sobre EAC. Por ejemplo, Miyagawa et al., demostraron que
la transferencia de HGF humano no pudo aumentar la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI) del
corazon infartado 8 semanas después del tratamiento en un modelo de infarto de miocardio de rata (Miyagawa et al.,
Circulation 105: 2556 (2002), Figura 2). Por otra parte, la transferencia del gen de HGF tuvo poco efecto sobre el
porcentaje de acortamiento de la fraccion y el grosor de la pared anterior del VI 8 semanas después del tratamiento
en el mismo modelo (Miyagawa et al., Circulation 105: 2556 (2002), Figuras 3 y 5).
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El HGF también se ha utilizado como agente para inhibir la reestenosis. Los procedimientos de angioplastia
coronaria, p. €j., con balén o implante endoluminal, son métodos ampliamente utilizados para el tratamiento de los
vasos sanguineos oscurecidos. Sin embargo, el engrosamiento de la intima, p. €j., la reestenosis de la arteria
coronaria plantea un problema significativo cuando se utiliza la angioplastia. Una de las causas de la reestenosis es
la hiperproliferacion y migracion de células musculares lisas vasculares con el acompafiamiento de sintesis de matriz
extracelular, como resultado de una respuesta a la lesiéon del vaso. Existe evidencia de que la rapida renovacion
endotelial podria suprimir la proliferacion de células musculares lisas, y de ese modo inhibir la reestenosis (p. €j.,
Bauters et al., Prog Cardiovasc Dis. 40: 107 (1997)). Como un método para la prevencion de la reestenosis, se
intenté la administracion local de factores de crecimiento endotelial tales como el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) o el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) al vaso sanguineo lesionado y mostro efectos
sobre la atenuacion de la reestenosis (Asahara et al., Circulacion 94: 3291 (1996); Yasuda et al., Circulation 101:
2546 (2000); Hayashi et al., Gene Ther. 7: 1664 (2000); Walter et al., Circulation 110: 36 (2004)). Todos los estudios
sobre la terapia génica con HGF descritos anteriormente se han realizado con el ADNc de fIHGF que codifica 728
aminoacidos, pero no con ADNc de dHGF que codifica 723 aminoacidos (Miyagawa et al.; Azuma et al.; Aoki et al;
Funatsu et al.; Yasuda et al.; y Hayashi et al.).

Hahan W., et al., Molecular Therapy 2006, vol. 13 (Sup. 1), P876 describen experimentos para evaluar el potencial
terapéutico del hibrido de HGF HGF-X7, en un modelo de enfermedad de extremidad isquémica de conejo y un
modelo de enfermedad de corazén isquémico de rata.

El documento US 2005/0079581 describe un gen de HGF hibrido y su uso para el tratamiento o la prevencion de
enfermedades isquémicas o del higado.

Jayasankar, V., et al., Circulation, 2003, vol. 108 (Sup. II), 11-230 - 11-236 describen que la transferencia génica de
HGF al miocardio de ratas atenua la insuficiencia cardiaca post-infarto después de la ligacion de la arteria coronaria
descendente anterior izquierda.

Sagakuchi, G., et al., Annals of Thoracic Surgery, 2005, Vol. 79, 1626-1634 describen que el HGF liberado de
manera controlada previene el progreso de la insuficiencia cardiaca en ratas hipertensas espontaneamente
propensas al ictus.

La presente invencién proporciona la primera demostracion de que la transferencia de secuencias de nucleétidos
que expresan multiples isoformas de HGF (p. €j., IHGF y dHGF) puede tratar eficazmente la EAC en animales y
seres humanos, en comparacion con el ADNc para fIHGF que se habia sometido a ensayo en la mayoria de los
informes anteriores. La presente invencién también proporciona la primera demostracién de que la transferencia de
secuencias de nucleétidos que expresan multiples isoformas de HGF puede acelerar el proceso de re-endotelizacion
de un vaso sanguineo.

Compendio de la invencion

En un primer aspecto la invencién proporciona una composicion para su uso en el tratamiento de la
revascularizacion incompleta del miocardio en un sujeto que ha tenido un injerto de derivacién de la arteria
coronaria, pero ha habido una revascularizacién incompleta del miocardio, comprendiendo la composicién dos o mas
isoformas de HGF o uno o mas polinucledtidos que codifican las isoformas como ingredientes activos, en donde
dichas dos o mas isoformas de HGF se seleccionan del grupo que consiste en HGF completo (IHGF), variante por
delecion de HGF (dHGF), NK1, NK2 y NK4.

En un segundo aspecto, la invencién proporciona el uso de una composicién que comprende dos o mas isoformas
de HGF o uno o mas polinucleétidos que codifican las isoformas para la fabricacién de un medicamento para tratar
la revascularizacion incompleta del miocardio en un sujeto que ha tenido un injerto de derivacion de la arteria
coronaria pero ha habido una revascularizaciéon incompleta del miocardio, en donde dichas dos o mas isoformas se
seleccionan del grupo que consiste en HGF completo (fIHGF), variante por delecion de HGF (dHGF), NK1, NK2 y
NK4.

Adicionalmente se describe en la presente memoria el uso de una composicién que comprende dos o mas isoformas
de HGF o uno o mas polinucleétidos que codifican las isoformas para la fabricacion de un medicamento para tratar o
prevenir una afeccion cardiaca en un sujeto.

Adicionalmente se describe en la presente memoria el uso de una composicién que comprende dos o mas isoformas
de HGF o uno o mas polinucleétidos que codifican las isoformas para la fabricacion de un medicamento para
promover el crecimiento de células endoteliales en un vaso sanguineo.

Adicionalmente se describen en la presente memoria métodos para tratar o prevenir una afeccién cardiaca mediante
la administracion de dos o mas isoformas de HGF.

Adicionalmente se describen en la presente memoria métodos para aumentar la perfusion de tejido cardiaco
isquémico o aumentar la densidad vascular en el miocardio en un sujeto, que comprenden administrar al sujeto una
composicion que comprende dos o mas isoformas de HGF.
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Adicionalmente se describen en la presente memoria métodos para tratar una afeccion cardiaca en un sujeto, que
comprenden administrar al sujeto una composicion que comprende dos o mas isoformas de HGF.

Adicionalmente se describen en la presente memoria métodos para potenciar la reparacion endotelial o proporcionar
tratamiento en el sitio de una lesién vascular o un vaso enfermo en un sujeto, que comprenden administrar al sujeto
una composicion que comprende dos o mas isoformas de HGF.

Adicionalmente se describen en la presente memoria métodos para promover el crecimiento de las células
endoteliales en un vaso sanguineo, que comprenden administrar al vaso sanguineo una composicion que
comprende dos o mas isoformas de HGF. En un caso, el vaso sanguineo esta dafiado. En un caso adicional, se
promueve la re-endotelizacion del vaso sanguineo

En una realizacion, las dos o mas isoformas de HGF incluyen HGF completo (referido en la presente memoria como
fIHGF) y variantes por delecion de HGF (referido en la presente memoria como dHGF). En otra realizacion, las dos o
mas isoformas de HGF también incluyen NKI.

En una realizacion adicional, las dos o mas isoformas de HGF se administran en la forma de polinucleétidos que
codifican las isoformas.

En una realizacion de la invencion, la composicion se administra mediante inyeccion.

En otra realizacién de la invencion, la composicion se administra mediante el uso de un dispositivo de liberacion. En
una realizacioén, el dispositivo de liberacién es un implante endoluminal. En una realizaciéon adicional, el implante
endoluminal se selecciona del grupo que consiste de un implante endoluminal de acero inoxidable no basado en
polimero, un implante endoluminal de acero inoxidable con una base de polimero, un implante endoluminal de
cobalto-cromo no basado en polimero, y un implante endoluminal de cobalto-cromo con una base de polimero.

En una realizacion de la invencion, las dos o mas isoformas de HGF se administran directamente al tejido cardiaco
isquémico en un sujeto.

Adicionalmente se describen en la presente memoria composiciones que comprenden dos o mas isoformas de HGF.
En un caso, las composiciones comprenden polinucleétidos que codifican las dos o mas isoformas de HGF.

Adicionalmente se describe en la presente memoria una composicion para aumentar la perfusion del tejido cardiaco
isquémico en un sujeto, que comprende dos o mas isoformas de HGF.

Adicionalmente se describe en la presente memoria una composicién para promover el crecimiento de células
endoteliales en un vaso sanguineo en un sujeto, que comprende dos o mas isoformas de HGF.

En una realizacion, la administracion de la composicién al vaso sanguineo del sujeto promueve la endotelizacion del
vaso sanguineo. En otra realizacion, la administracion de la composicion al vaso sanguineo de un sujeto promueve
y/o acelera la re-endotelizacion del vaso sanguineo.

En una realizacion adicional, el sujeto necesita tratamiento de reestenosis.
Breve descripcion de los dibujos

Los objetos y caracteristicas anteriores y otros de la presente invencién se haran evidentes a partir de la siguiente
descripcion de la invencion, cuando se tome junto con los dibujos adjuntos.

La Figura 1 muestra los efectos de las isoformas de HGF sobre la migracion de HUVEC.

La Figura 2 muestra los efectos de las isoformas de HGF sobre la migracion de células C2C12.
La Figura 3 muestra los efectos de las isoformas de HGF sobre la migracion de células H9C2.
La Figura 4 muestra los efectos de las isoformas de HGF sobre la proliferacion de HUVEC.

La Figura 5 muestra un diagrama esquematico del procedimiento experimental para evaluar la eficacia farmacologica
de HGF en un modelo de enfermedad isquémica de corazén de rata.

La Figura 6 muestra el efecto de HGF sobre la funcién de la fraccion de eyeccién ventricular izquierda.
La Figura 7 muestra el efecto de HGF en la funcion del septum interventricular sistdlico.
La Figura 8 muestra el efecto de la inyeccion de HGF en el miocardio isquémico sobre la densidad capilar.

La Figura 9 muestra el efecto de la inyeccion de HGF en el miocardio isquémico sobre la fibrosis miocardica.
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La Figura 10 muestra el territorio de la arteria coronaria en el modelo de 20 segmentos de MIBI-SPECT.

La Figura 11 muestra la seleccion del territorio miocardico para la inyeccion de pCK-HGF-X7. pCK-HGF-X7 se
administra mediante inyecciones intramiocardicas en ambos lados de la arteria coronaria en el territorio miocardico
que tiene una disminucién de la perfusidon mediante evaluacién de MIBI-SPECT.

La Figura 12 muestra el efecto de pCK-HGF-X7 en la perfusion miocardica bajo MIBI-SPECT.

La Figura 13 muestra la perfusion miocardica (k) evaluada mediante ecocardiograma de esfuerzo miocardico con
contraste.

La Figura 14 muestra la aceleracion de la reendotelizacion mediante implante endoluminal liberador de plasmido
HGF sobre TCO.

La Figura 15 muestra la aceleracion de la reendotelizacion mediante implante endoluminal liberador de plasmido
HGF sobre MBE.

Descripcion detallada de la invencién

En un primer aspecto la invencién proporciona una composicion para su uso en el tratamiento de la
revascularizacion incompleta del miocardio en un sujeto que ha tenido un injerto de derivacién de la arteria
coronaria, pero ha habido una revascularizaciéon incompleta del miocardio, comprendiendo la composicién dos o mas
isoformas de HGF o uno o mas polinucledtidos que codifican las isoformas como ingredientes activos, en donde
dichas dos o mas isoformas de HGF se seleccionan del grupo que consiste en HGF completo (IHGF), variante por
delecion de HGF (dHGF), NK1, NK2 y NK4.

En un segundo aspecto, la invencién proporciona el uso de una composicién que comprende dos o mas isoformas
de HGF o uno o mas polinucleétidos que codifican las isoformas para la fabricacién de un medicamento para tratar
la revascularizacion incompleta del miocardio en un sujeto que ha tenido un injerto de derivacion de la arteria
coronaria pero ha habido una revascularizacién incompleta del miocardio, en donde dichas dos o mas isoformas se
seleccionan del grupo que consiste en HGF completo (fIHGF), variante por delecion de HGF (dHGF), NK1, NK2 y
NK4.

En una realizacion, la composicion de la invencion descrita en la presente memoria comprende tres 0 mas isoformas
de HGF, p. €j., cuatro o mas isoformas de HGF. En otra realizacion, la composicion comprende dos o mas isoformas
de HGF seleccionadas del grupo que consiste en fIHGF, dHGF, NK1, y NK2. En ofra realizacion mas, la composicion
comprende dos o mas isoformas de HGF seleccionadas del grupo que consiste en fIHGF, dHGF, y NK1. En una
realizacion adicional, las dos o mas isoformas de HGF comprenden fIHGF y dHGF. En una realizacién adicional, las
dos o mas isoformas de HGF consisten en fIHGF y dHGF. En otra realizacion, las dos o mas isoformas de HGF
comprenden fIHGF, dHGF, y NK1. En otra realizacion, las dos o mas isoformas de HGF se administran en forma de
polinucleétidos que codifican las isoformas.

En otra realizacion, la administracion de dos o mas isoformas de HGF, p. €j., a un sujeto que necesita tratamiento de
reestenosis, suprime la proliferacion de células musculares lisas vasculares en el vaso sanguineo. Adicionalmente
se describe en la presente memoria el descubrimiento de que la administracién de dos o mas isoformas de HGF a
un sujeto que padece una afeccion cardiaca tal como EAC es eficaz para aumentar la perfusion del tejido cardiaco
isquémico y por lo tanto tratar o prevenir una afeccién cardiaca. Adicionalmente se describe en la presente memoria
el descubrimiento de que la administracién de dos isoformas de HGF promueve la endotelizacién de un vaso
sanguineo, p. €j., para atenuar la reestenosis a través de una rapida reendotelizaciéon de un vaso sanguineo. Por
consiguiente, se describen adicionalmente en la presente memoria métodos de tratamiento o prevencién de una
afeccion cardiaca, p. €j., EAC o reestenosis arterial coronaria, mediante la administracion de dos o mas isoformas de
HGF. Adicionalmente se describen en la presente memoria métodos para promover el crecimiento de células
endoteliales en un vaso sanguineo, p. ej., donde el vaso sanguineo esta dafiado.

Adicionalmente se describe en la presente memoria el uso de una composicién que comprende dos o mas isoformas
de HGF o uno o mas polinucleétidos que codifican las isoformas para la fabricacion de un medicamento para tratar o
prevenir una afeccién cardiaca en un sujeto.

Adicionalmente se describe en la presente memoria el uso de una composicién que comprende dos o mas isoformas
de HGF o uno o mas polinucleétidos que codifican las isoformas para la fabricacion de un medicamento para
promover el crecimiento de las células endoteliales en un vaso sanguineo.

Adicionalmente se describen en la presente memoria métodos para el aumento de la perfusion de tejido cardiaco
isquémico o aumento de la densidad vascular del miocardio en un sujeto, que comprenden administrar al sujeto una
composicion que comprende dos o mas isoformas de HGF.

Adicionalmente se describen en la presente memoria métodos de tratamiento o prevencién de una afeccién cardiaca
en un sujeto, que comprenden administrar al sujeto una composicion que comprende dos o mas isoformas de HGF.
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Adicionalmente se describen en la presente memoria métodos para potenciar la reparacion endotelial o proporcionar
tratamiento en el sitio de una lesion vascular o un vaso dafiado en un sujeto, que comprenden administrar al sujeto
una composicion que comprende dos o mas isoformas de HGF.

Adicionalmente se describe en la presente memoria un método para promover el crecimiento de células endoteliales
en un vaso sanguineo, que comprende administrar al vaso sanguineo una composicion que comprende dos o mas
isoformas de HGF, en donde se promueve el crecimiento de las células endoteliales en el vaso sanguineo.

En estos casos, la afeccién cardiaca que se va a tratar o prevenir es cualquier afeccién relacionada con la
disminucion del flujo sanguineo en el corazon, la aorta, o las arterias coronarias o el tejido isquémico en el corazén.
Los ejemplos de las afecciones cardiacas incluyen, sin limitacion, oclusion de la arteria coronaria (p. €j., resultante
de, o asociada con el depdésito de lipidos/colesterol, el reclutamiento de macréfagos/células inflamatorias, la ruptura
de la placa, la trombosis, el depésito de plaquetas, o la proliferacion de la neointima); sindromes isquémicos (p. €j.,
resultantes de o asociados con infarto de miocardio, angina estable, angina inestable, reestenosis de la arteria
coronaria o la lesién por reperfusion); cardiomiopatia (p. €j., resultante de, o asociada con un sindrome isquémico,
una cardiotoxina, una infeccion, hipertension, una enfermedad metabdlica (tal como uremia, beriberi, o enfermedad
de almacenamiento de glucégeno), radiacién, una enfermedad neuromuscular, una enfermedad infiltrativa (tal como
sarcoidosis, hemocromatosis, amiloidosis, enfermedad de Fabry, o sindrome de Hurler), trauma, o una causa
idiopatica); arritmia o disritmia (p. €j., resultantes de o asociadas con un sindrome isquémico, una cardiotoxina,
adriamicina, una infeccion, hipertension, una enfermedad metabdlica, radiaciéon, una enfermedad neuromuscular,
una enfermedad infiltrativa, trauma, o una causa idiopatica); infeccion (p. ej., causada por un agente patégeno tal
como una bacteria, un virus, un hongo, o un parasito); y una afeccion inflamatoria (p. ej., asociada con miocarditis,
pericarditis, endocarditis, rechazo cardiaco inmune, o una afeccion inflamatoria resultante de una de una
enfermedad idiopatica, una enfermedad autoinmunitaria o una enfermedad del tejido conectivo).

En estos casos, se pueden utilizar los métodos para tratar o prevenir la aterosclerosis (p. €j., en la aorta o las
arterias coronarias), para prevenir las complicaciones asociadas con la aterosclerosis (p. €j., angina de pecho, infarto
de miocardio, arritmias, insuficiencia cardiaca, insuficiencia renal, cirrosis hepatica, enfermedad de Legg-Calvé-
Perthes, ictus isquémico, oclusion arterial periférica, aneurisma, embolia), o para reducir los sintomas y signos
precoces de aterosclerosis (p. €j., la incapacidad de flujo sanguineo al tejido afectado para aumentar con la
demanda, como en la angina, el esfuerzo o la claudicaciéon intermitente).

En estos casos, se pueden utilizar los métodos para tratar o prevenir afecciones cardiacas resultantes de la
intervencion quirdrgica vascular incluyendo, sin limitacién, angioplastia (p. €j., angioplastia coronaria transluminal
percutanea, angioplastia transluminal percutanea de la carétida, angioplastia coronaria con implantacion de implante
endoluminal), colocaciéon de implantes endoluminales, aterectomia, o injerto (p. €j., injerto de derivacién coronaria).
En ciertos casos, la afeccion cardiaca es la reestenosis de la arteria coronaria.

En estos casos, se administran las dos o mas isoformas de HGF a un sujeto que tiene una enfermedad de la arteria
coronaria. En ciertos casos, el sujeto tiene un bloqueo parcial o completo de una o mas arterias coronarias. En
ciertos casos, el sujeto ha tenido, tiene, o esta en riesgo de infarto de miocardio. En un caso adicional, se ha
determinado que el sujeto tiene o se sospecha que tiene tejido cardiaco isquémico, p. ej., basandose en un
angiograma, electrocardiograma, ecocardiograma, u otro procedimiento. En ciertos casos, el sujeto es un candidato
para un injerto de derivacion de la arteria coronaria (CABG, por sus siglas en inglés). En ciertos casos, el sujeto tiene
una o mas arterias coronarias que estan parcialmente o completamente bloqueadas, pero no son adecuadas para
CABG. En ciertos casos, el sujeto ha tenido un CABG pero ha habido una revascularizacion incompleta del
miocardio.

En estos casos, se administran las dos o mas isoformas de HGF a un vaso sanguineo para promover el crecimiento
celular endotelial. En ciertos casos, el vaso sanguineo se oscurece o se lesiona. En ciertos casos, un vaso
sanguineo oscurecido puede incluir una arteria o vena en el que el lumen del vaso sanguineo se ha estrechado y el
flujo sanguineo a través del vaso ha disminuido. En ciertos casos, la administracion de dos o mas isoformas de HGF
promueve la re-endotelizacion del vaso sanguineo, p. €j. después de una lesion en la pared del vaso sanguineo, p.
€j., durante un procedimiento de angioplastia. En ciertos casos, se puede promover y/o acelerar la re-endotelizacion,
p. €j., una mayor tasa de crecimiento de células endoteliales en comparacién con el crecimiento de células
endoteliales en ausencia de dos o mas isoformas de HGF.

El término "tratar", "tratando" o "tratamiento" de una afeccion, p. €j., una afecciéon cardiaca o un vaso sanguineo
oscurecido o lesionado, segun se utiliza en la presente memoria, se refiere a la administracion a un sujeto de un
factor en una cantidad suficiente para dar como resultado la mejora de uno o mas sintomas de la afeccioén, o
prevenir el avance de la afeccidon, o causar la regresion de la afeccion, p. ej., debido a la promocion de la
angiogénesis o el crecimiento de las células endoteliales. Por ejemplo, con respecto a la mejora de un sintoma de
una afeccion cardiaca, el tratamiento da como resultado una disminucién medible del sintoma de al menos 5%,
preferiblemente al menos 10%, al menos 15%, al menos 20%, al menos 25%, al menos 30%, al menos 35%, al
menos 40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos
75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, o al menos 100%. Los efectos fisiologicos
relacionados con el tratamiento de una afeccion cardiaca que pueden ser detectados y medidos para determinar el
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tratamiento incluyen, sin limitacién, un aumento en la eficacia cardiaca (tal como se mide por al menos un indice
clinico de la funcion cardiaca, tal como el gasto cardiaco, las presiones arterial pulmonar y venosa central, o la
fraccion de eyeccion ventricular), el flujo de sangre en el miocardio transmural en reposo o bajo condiciones de
esfuerzo, la regeneracion del tejido miocardico, la formacion, la maduracion y/o el crecimiento de los vasos
sanguineos colaterales (p. e€j., neoangiogénesis local, aumento en la densidad capilar, arteriogénesis,
linfangiogénesis, vasculogénesis), cardiomiogénesis (p. €j., células estriadas, lisas o mioepiteliales), vascularizacion
del tejido miocardico, funcion contractii del corazoén, fraccidon de eyeccidon ventricular izquierda, o septo
interventricular; o una disminucién de la fibrosis miocardica, engrosamiento de la intima (proliferacion/hiperplasia de
la neointima), proliferacion de las células endoteliales o de la musculatura lisa, dolor en el pecho, o falta de aire. Los
términos "prevenir", "previniendo" y "prevencion", segun se utilizan en la presente memoria, se refieren a una
disminucion en la aparicion de uno o mas sintomas de una afecciéon (p. e€j., alteracion de la funcién cardiaca o
disminucion del flujo sanguineo debido a un vaso sanguineo oscurecido o lesionado) en un animal. La prevencion
puede ser completa, p. €j., ausencia total de sintomas en un sujeto. La prevencion también puede ser parcial, de tal
manera que la aparicion de los sintomas en un sujeto es menor que la que se habria producido sin la presente
invencion. En una realizacion, las isoformas de HGF o polinucleétidos que codifican las isoformas de HGF se
administran a la vasculatura o al corazon de un sujeto, p. €j., un vaso sanguineo lesionado, una arteria coronaria
parcial o totalmente bloqueada, tejido miocardico, espacio pericardico, o seno coronario isquémicos.

Las isoformas de HGF o los polinucleétidos que codifican las isoformas de HGF se pueden suministrar en el sitio
deseado utilizando cualquier medio conocido en la técnica. Los ejemplos de los dispositivos de suministro que se
pueden utilizar incluyen, sin limitacion, catéteres (p. ej., catéter de balén, catéter de infusion, catéter de aguja),
agujas, inyectores sin aguja, implantes endoluminales, canulas de infusidon, mallas, arneses cardiacos, shunts,
marcapasos cardiacos, desfibriladores implantables, suturas, grapas, envolturas perivasculares, laminas o
membranas flexibles que se pueden ajustar sustancialmente a los contornos de la zona de una herida, dispositivos
de acanalamiento, injertos y bombas. Los ejemplos especificos de los métodos de suministro de las isoformas de
HGF incluyen, sin limitacion, el suministro a través de un catéter con balén colocado en una vena que drena al seno
coronario (p. €j., la vena cardiaca grande, la vena cardiaca media, la vena posterior del ventriculo izquierdo, o la
vena interventricular anterior o cualquiera de sus ramas laterales); el suministro a través de un catéter conducido al
lumen de una o mas arterias coronarias (p. €j., la arteria coronaria derecha o izquierda) en la que las isoformas de
HGF recubren un baldn que se infla en el lugar o se inyecta desde la punta del catéter; el suministro a través de una
aguja durante una cirugia a corazon abierto (p. €j., en la auricula izquierda o derecha o el ventriculo izquierdo o
derecho); el suministro al espacio pericardico utilizando una entrada interna a través de la auricula izquierda, el
ventriculo derecho o el ventriculo izquierdo o utilizando una entrada externa a través de un procedimiento a térax
abierto, cirugia minimamente invasiva, o entrada percutanea realizada por inyeccion, cateterismo, creacion de
canales de perfusién creados por laser, canulizacion, utilizacion de una pistola de particulas, o utilizacion de una
bomba; el suministro mediante perfusion anterégrada a partir de un catéter colocado en un conducto de liberacion de
sangre al tejido o perfusion retrograda desde un catéter colocado en un conducto que recibe sangre desde el tejido;
o el suministro a través de un dispositivo intraluminal o una prétesis intravascular para mantener la permeabilidad
vascular (p. €j., implante endoluminal, injerto, implante endoluminal-injerto, filtro de la vena cava). En una realizacion,
el dispositivo es biodegradable de modo que no necesita ser retirado después de que ya no sea necesario. En
ciertas realizaciones, las 2 isoformas de HGF son suministradas utilizando un implante endoluminal. En una
realizacion adicional, el implante endoluminal se selecciona del grupo que consiste en un implante endoluminal de
acero inoxidable no basado en polimero, un implante endoluminal de acero inoxidable con una base de polimero, un
implante endoluminal de cobalto-cromo no basado en polimero, y un implante endoluminal de cobalto-cromo con
una base de polimero.

En una realizacion, los polinucleétidos que codifican las isoformas de HGF se suministran en forma de células que
comprenden los polinucledtidos y que expresan los polipéptidos de HGF. Las células pueden ser células autélogas o
no autdlogas (p. ej., alogénicas o xenogénicas). Se puede utilizar cualquier célula que sea viable después del
trasplante, incluyendo, p. €j., fibroblastos, cardiomiocitos, células endoteliales, o células madre (p. €j., células madre
embrionarias, células madre hematopoyéticas, células madre mesenquimales). Las células que comprenden los
polinucledtidos se pueden introducir en forma de una preparacion de suspension liquida inyectable, p. €j., para la
inyeccion en el sitio del miocardio dafiado o intravenosamente. Las células se pueden introducir en una zona de
infarto para reducir el grado de formacidon de cicatrices y para aumentar la funcion ventricular. Cuando los
polinucledtidos se van a introducir en células ex vivo, las células se pueden obtener de un sujeto mediante cualquier
mecanismo conocido en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse a, biopsias, raspados y extraccion quirdrgica de
tejido. Las células aisladas se pueden cultivar durante una cantidad de tiempo suficiente para permitir que los
polinucleétidos sean introducidos en las células, p. €j., 2, 4, 6, 8, 10, 12, 18, 24, 36, 48 horas o mas. Los métodos
para el cultivo de células primarias durante periodos cortos de tiempo son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo,
se pueden cultivar células en placas (p. €j., en placas de micropocillos) ya sea ancladas o en suspension. En una
realizacion, la presencia de los polinucleétidos en las células se determina antes de introducir las células de nuevo
en el sujeto. En otra realizacion, las células que contienen los polinucleétidos se seleccionan (p. €j., basandose en la
presencia de un marcador seleccionable en los polinucledtidos) y solo aquellas células que contienen los
polinucledtidos se reintroducen en el sujeto.
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Cuando las isoformas de HGF o los polinucleétidos que codifican las isoformas de HGF son suministrados mediante
inyeccion, la inyeccidon puede ser una inyeccion intracardiaca, p. e€j., intraauricular (izquierda y/o derecha) o
intraventricular (izquierdo y/o derecho). La inyeccion también puede ser una inyeccion intramiocardica. El sitio de
inyeccion puede estar en o cerca de la region isquémica/hipdxica, en el limite del tejido normal y la region
isquémica/hipoxica, o en el tejido normal. El sitio de inyeccion puede ser en el sitio de una o mas arterias coronarias,
p. €j., una arteria que esta ocluida. Las inyecciones pueden ser transepicardicas o transendocardicas. El suministro
puede consistir en una inyeccion o mdltiples inyecciones en uno o mas sitios. El suministro se puede realizar
mediante inyeccion intrapericardica. El suministro a un sitio vascular puede ser mediante inyeccion intravascular, p.
€j., intravenosa o intraarterial (intracoronaria, intraadrtica). El suministro puede ser en al menos dos arterias
coronarias, p. €j., al menos una arteria coronaria izquierda y una derecha, p. e€j.,, en un sitio a al menos
aproximadamente 1 cm en el lumen de una arteria coronaria. La inyeccion vascular puede ser, p. €j., en un sitio
adyacente al tejido isquémico o enfermo, en el sitio de una lesién vascular, o en el sitio de la estenosis.

La administracion de las isoformas de HGF se puede repetir mas de una vez, p. €j., después de un intervalo de 0,5,
1,2, 3,4,5,6, 7 dias o mas, p. €j., después de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, o 10 semanas o mas. En una realizacion, el
estado de perfusion cardiaca o la salud vascular de un sujeto se controlan después de cada administracion de las
isoformas de HGF, p. ej., mediante angiograma, electrocardiograma, ecocardiograma, u otro procedimiento, y las
administraciones adicionales se proporcionan segun sea necesario. En una realizaciéon de la invencion, las dos o
mas isoformas de HGF se administran a un sujeto que esta experimentando actualmente un evento isquémico. En
otra realizacion, las dos o mas isoformas de HGF se administran tan pronto como sea posible después de que se
haya producido un evento isquémico, p. €j., en el plazo de 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12, 18, 24, 36, 48 o las 72 horas del
evento isquémico.

Las dos o mas isoformas de HGF se administran a una dosis terapéuticamente eficaz, p. €j., a una dosis que
conduce a una mejora medible de la afeccidon cardiaca y/o de los vasos de un sujeto, p. €j., un aumento de la
perfusion del tejido cardiaco isquémico, un aumento de la densidad capilar en el tejido cardiaco isquémico, una
disminucion de la fibrosis en el tejido cardiaco isquémico, una disminucion del grado de lesién vascular, un aumento
de la endotelizacion, etc. La dosis eficaz variara de sujeto a sujeto, dependiendo del grado de la afeccion y/o la
necesidad de endotelizacion, la ruta de administracion elegida, la edad, el sexo y el peso corporal del sujeto
individual, el estado de salud del sujeto, y la gravedad de los sintomas del sujeto, y se puede administrar en una sola
dosis o en dosis divididas. Por lo tanto, la dosis diaria no debe interpretarse como una limitacién del alcance de la
invencion de ninguna manera. Por ejemplo, cuando los dos o mas isoformas de HGF se administran en forma de
proteinas, una dosis terapéuticamente eficaz puede estar en el intervalo de aproximadamente 1 ug a
aproximadamente 100 mg, p. €j., aproximadamente 10 ug a aproximadamente 10 mg de cada proteina. Cuando las
dos o mas isoformas de HGF se administran en forma de polinucleétidos, una dosis terapéuticamente eficaz puede
estar en el intervalo de aproximadamente 1 pug a aproximadamente 10 mg, p. ej., de aproximadamente 5 ug a
aproximadamente 5 mg, p. €j., de aproximadamente 10 pg a aproximadamente 2 mg, de 100 pug a aproximadamente
1 mg. Cuando la administracion de las isoformas de HGF se repite mas de una vez, la dosis administrada puede ser
la misma o diferente cada vez.

En una realizacion, se administran al sujeto agentes o procedimientos terapéuticos adicionales (p. €j., angioplastia)
que se sabe que son eficaces para el tratamiento de una afeccién cardiaca y/o vascular.

Los ejemplos de los agentes terapéuticos incluyen, sin limitaciéon, promotores de la angiogénesis (p. €j., factor de
crecimiento endotelial vascular, agentes de liberacion o generacion de oxido nitrico, factor de crecimiento de
fibroblastos, factor de crecimiento derivado de plaquetas, interleuquina-6, proteina quimiotactica de monocitos 1,
factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos, factor de crecimiento transformante-§), agentes anti-
trombdticos (p. e€j., aspirina, heparina, PPACK, enoxaprina, hirudina), anticoagulantes, antibidticos, agentes
antiplaquetarios, agentes tromboliticos (p. €j., activador tisular del plasminégeno), antiproliferativos, antiinflamatorios,
agentes que inhiben la hiperplasia, agentes que inhiben la reestenosis, inhibidores de células de la musculatura lisa,
factores de crecimiento, inhibidores del factor de crecimiento, inhibidores de la adherencia celular, agentes
quimioterapéuticos, y combinaciones de los mismos.

Las siguientes definiciones se proporcionan y deben ser utiles para comprender el alcance y la practica de la
presente invencion.

El término "aislado" designa un material bioldgico (células, acido nucleico o proteina) que se ha retirado de su
entorno original (el entorno en el que esta presente de forma natural). Por ejemplo, un polinucleétido presente en el
estado natural en una planta o un animal no esta aislado, sin embargo el mismo polinucleétido separado de los
acidos nucleicos adyacentes en los que esta presente de forma natural, se considera "aislado".

"Acido nucleico", "molécula de &cido nucleico”, "oligonucledtido” y "polinucledtido” se utilizan indistintamente y se
refieren a la forma polimérica del éster de fosfato de ribonucledsidos (adenosina, guanosina, uridina o citidina;
"moléculas de ARN") o desoxirribonucledsidos (desoxiadenosina, desoxiguanosina, desoxitimidina, o desoxicitidina;
"moléculas de ADN"), o cualquiera de sus analogos fosfoéster, tales como fosforotioatos y tioésteres, ya sea en
forma de hebra sencilla o una hélice de doble hebra. Son posibles hélices de ADN-ADN, ADN-ARN y ARN-ARN de
doble hebra. El término molécula de acido nucleico y, en particular, molécula de ADN o ARN, se refiere solo a la
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estructura primaria y secundaria de la molécula, y no la limita a ninguna forma terciaria concreta. Por lo tanto, este
término incluye ADN de doble hebra encontrado, entre otras, en moléculas de ADN lineales o circulares (p. €j.,
fragmentos de restriccion), plasmidos, ADN superenrollado y cromosomas. Al discutir la estructura de determinadas
moléculas de ADN de doble hebra, las secuencias pueden describirse en la presente memoria de acuerdo con la
convencion normal de proporcionar solo la secuencia en la direccion 5' a 3' a lo largo de la hebra no transcrita de
ADN (es decir, la hebra que tiene una secuencia homéloga al ARNm). Una "molécula de ADN recombinante” es una
molécula de ADN que ha sufrido una manipulacion biolégica molecular. EI ADN incluye, pero no se limita a, ADNc,
ADN genomico, ADN plasmidico, ADN sintético, y ADN semi-sintético.

El término "fragmento", segin se aplica a las secuencias de polinucledtidos, se refiere a una secuencia de
nucledtidos de longitud reducida con respecto al acido nucleico de referencia y que comprende, sobre la parte
comun, una secuencia de nucledtidos idéntica a la del acido nucleico de referencia. Tal fragmento de acido nucleico
de acuerdo con la invencion puede ser, cuando sea apropiado, incluido en un polinucleétido mas grande del cual es
un constituyente. Tales fragmentos comprenden, o alternativamente consisten en, oligonucleotidos que oscilan en
longitud de al menos 6, 8, 9, 10, 12, 15, 18, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 39, 40, 42, 45, 48, 50, 51, 54, 57, 60, 63, 66,
70, 75, 78, 80, 90, 100, 105, 120, 135, 150, 200, 300, 500, 720, 900, 1000, 1500, 2000, 3000, 4000, 5000, 0 mas
nucleétidos consecutivos de un acido nucleico de acuerdo con la invencion.

Un "gen" se refiere a un polinucleétido que comprende nucledtidos que codifican una molécula funcional, incluyendo
moléculas funcionales producidas mediante la transcripcion solamente (p. ej., una especie de ARN bioactivo) o
mediante transcripcion y traduccion (p. €j., un polipéptido). El término "gen" incluye acidos nucleicos de ADNc y ADN
genomico. "Gen" también se refiere a un fragmento de acido nucleico que expresa un ARN, proteina o polipéptido
especificos, incluyendo secuencias reguladoras que preceden (secuencias 5' no codificantes) y que siguen
(secuencias 3' no codificantes) a la secuencia codificante. "Gen nativo" se refiere a un gen como se encuentra en la
naturaleza con sus propias secuencias reguladoras. "Gen quimérico" se refiere a cualquier gen que no es un gen
nativo, que comprende secuencias reguladoras y/o codificantes que no se encuentran juntas en la naturaleza. Por
consiguiente, un gen quimérico puede comprender secuencias reguladoras y secuencias codificantes que derivan de
diferentes fuentes, o secuencias reguladoras y secuencias codificantes derivadas de la misma fuente, pero
dispuestas de una manera diferente a la encontrada en la naturaleza. Un gen quimérico puede comprender
secuencias codificantes derivadas de diferentes fuentes y/o secuencias reguladoras derivadas de diferentes fuentes.
"Gen endogeno" se refiere a un gen nativo en su localizacion natural en el genoma de un organismo. Un gen
"foraneo" o gen "heterdlogo" se refiere a un gen que no se encuentra normalmente en el organismo anfitrién, pero
que se introduce en el organismo anfitrion mediante transferencia génica. Los genes foraneos pueden comprender
genes nativos insertados en un organismo no nativo, o genes quiméricos. Un "transgén" es un gen que ha sido
introducido en la célula mediante un procedimiento de transferencia génica.

"ADN heterdlogo" se refiere a un ADN no se encuentra de forma natural en la célula, o en un sitio cromosémico de la
célula. ElI ADN heterdélogo puede incluir un gen foraneo para la célula.

El término "genoma" incluye ADN o ARN cromosomico, asi como mitocondrial, de cloroplastos y viral. Una molécula
de acido nucleico es "hibridable" con otra molécula de acido nucleico, tal como un ADNc, ADN genémico o ARN,
cuando una forma de hebra sencilla de la molécula de acido nucleico se puede recocer con la otra molécula de acido
nucleico en las condiciones apropiadas de temperatura y fuerza idnica de la disolucion. Las condiciones de
hibridacion y lavado son bien conocidas e ilustradas por Sambrook et al. en Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Segunda Edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor (1989), concretamente el capitulo 11 y
en la Tabla 11.1 de alli. Las condiciones de temperatura y fuerza iénica determinan la "rigurosidad” de la hibridacion.
Las condiciones de rigurosidad pueden ajustarse para el escrutinio de fragmentos moderadamente similares, tales
como secuencias homologas de organismos lejanamente relacionados, hasta fragmentos altamente similares, tales
como genes que duplican enzimas funcionales de organismos estrechamente relacionados. Para el escrutinio
preliminar de acidos nucleicos homodlogos, se puede utilizar condiciones de hibridacién de baja rigurosidad, que
corresponden a una temperatura de fusion (Tm) de 55°, p. ej., 5X SSC, SDS al 0,1%, leche al 0,25%, y sin
formamida; o formamida al 30%, 5X SSC, SDS al 0,5%. Las condiciones de hibridaciéon de rigurosidad moderada
corresponden a una Tm superior, p. €j., formamida al 40%, con 5X o 6X SSC. Las condiciones de hibridacion de alta
rigurosidad corresponden a la Tm mas alta, p. €j., formamida al 50%, 5X o 6X SSC. La hibridacién requiere que los
dos acidos nucleicos contengan secuencias complementarias, aunque dependiendo de la rigurosidad de la
hibridacién, son posibles emparejamientos erréneos entre bases. El término "complementario” se utiliza para
describir la relacion entre las bases de nucleétidos que son capaces de hibridar entre si. Por ejemplo, con respecto
al ADN, la adenosina es complementaria a la timina y la citosina es complementaria a la guanina.

Las condiciones de hibridacion pueden comprender una etapa de hibridacion a una Tm de 55°C, y la utilizacion de
las condiciones expuestas anteriormente. En otros casos, la Tm es de 60°C, 63°C, o 65°C.

Los lavados post-hibridacion también determinan las condiciones de rigurosidad. Un conjunto de condiciones utiliza
una serie de lavados que comienzan con 6X SSC, SDS al 0,5% a temperatura ambiente durante 15 minutos (min),
luego se repite con 2X SSC, SDS al 0,5% a 45°C durante 30 min, y después se repite dos veces con 0,2X SSC,
SDS al 0,5% a 50°C durante 30 min. Un conjunto preferido de condiciones restrictivas utiliza temperaturas mas altas
en las que los lavados son idénticos a los anteriores excepto porque la temperatura de los dos lavados finales de 30
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min en 0,2X SSC, SDS al 0,5% se incrementa a 60°C. Otro conjunto preferido de condiciones altamente rigurosas
utiliza dos lavados finales en 0,1X SSC, SDS al 0,1% a 65°C. La rigurosidad apropiada para la hibridacion de acidos
nucleicos depende de la longitud de los acidos nucleicos y del grado de complementacion, variables bien conocidas
en la técnica. Cuanto mayor sea el grado de similitud u homologia entre dos secuencias de nucleétidos, mayor sera
el valor de Tm para los hibridos de acidos nucleicos que tienen esas secuencias. La estabilidad relativa
(correspondiente a la mayor Tm) de las hibridaciones de acidos nucleicos disminuye en el siguiente orden:
ARN:ARN, ADN:ARN, ADN:ADN. Para los hibridos de mas de 100 nucledtidos de longitud, se han obtenido
ecuaciones para calcular la Tm (véase Sambrook et al., supra, 9.50-0.51). Para la hibridacién con acidos nucleicos
mas cortos, es decir, oligonucledtidos, la posicion de los emparejamientos erroneos se vuelve mas importante, y la
longitud del oligonucleétido determina su especificidad (véase Sambrook et al., supra, 11.7 a 11.8).

Las condiciones de hibridaciéon pueden comprender una etapa de hibridacién a una concentracion de sal de menos
de 500 mM y al menos 37°C, y una etapa de lavado en 2X SSPE a una temperatura de al menos 63°C. Las
condiciones de hibridacién también pueden comprender una concentracion de sal menor de 200 mM y al menos
37°C para la etapa de hibridacion. Las condiciones de hibridacion pueden comprender adicionalmente 2X SSPE y
63°C para las etapas tanto de hibridacién como de lavado.

La longitud de un acido nucleico hibridable puede ser de al menos aproximadamente 10 nucleétidos.
Preferiblemente, una longitud minima para un acido nucleico hibridable es de al menos aproximadamente 15
nucledtidos; p. €j., al menos aproximadamente 20 nucledtidos; p. €j., al menos 30 nucledtidos. Ademas, el experto
en la técnica reconocera que temperatura y la concentracion de sal de la disolucidon de lavado se pueden ajustar
segun sea necesario de acuerdo con factores tales como la longitud de la sonda.

El término "sonda" se refiere a una molécula de acido nucleico de hebra sencilla que puede emparejar bases con un
acido nucleico de diana de hebra sencilla complementario para formar una molécula de doble hebra.

Segun se utiliza en la presente memoria, el término "oligonucledétido” se refiere a un acido nucleico corto que es
hibridable con una molécula de ADN gendmico, una molécula de ADNc, un ADN plasmidico o una molécula de
ARNm. Los oligonucleétidos se pueden marcar, p. €j., con nucleétidos marcados con P32 0 nucledtidos a los que se
ha conjugado covalentemente una marca, tal como biotina. Se puede utilizar un oligonucleétido marcado como
sonda para detectar la presencia de un acido nucleico. Los oligonucleétidos (uno o ambos de los cuales pueden
estar marcados) se pueden utilizar como cebadores de PCR, o bien para clonar todo o un fragmento de un acido
nucleico, para secuenciar ADN, o para detectar la presencia de un acido nucleico. También se puede utilizar un
oligonucledtido para formar una triple hélice con una molécula de ADN. Generalmente, los oligonucledtidos se
preparan sintéticamente, preferiblemente en un sintetizador de acido nucleico. Por consiguiente, los oligonucleétidos
pueden prepararse con enlaces analogos a fosfoéster de origen no natural, tales como enlaces tioéster, etc.

Un "cebador" se refiere a un oligonucleétido que hibrida con una secuencia de acido nucleico diana para crear una
region de acido nucleico de doble hebra que puede servir como un punto de inicio para la sintesis de ADN en
condiciones adecuadas. Tales cebadores se pueden utilizar en una reaccién en cadena de la polimerasa o para
secuenciar ADN.

La "reaccion en cadena de la polimerasa" se abrevia como PCR y se refiere a un método in vitro para amplificar
enzimaticamente secuencias especificas de acido nucleico. La PCR implica una serie repetitiva de ciclos de
temperatura con cada ciclo que comprende tres fases: desnaturalizacion del acido nucleico molde para separar las
hebras de la molécula diana, recocido de un cebador oligonucleotidico de la PCR de cadena sencilla con el acido
nucleico molde, y extension del cebador o los cebadores recocidos mediante ADN polimerasa. La PCR proporciona
un medio para detectar la presencia de la molécula diana y, bajo condiciones cuantitativas o semi-cuantitativas, para
determinar la cantidad relativa de la molécula diana en la reserva de acidos nucleicos de partida.

La "reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa" se abrevia como RT-PCR y se refiere a un
método in vitro para producir enzimaticamente una o varias moléculas de ADNc diana a partir de una o varias
moléculas de ARN, seguido de amplificacion enzimatica de una o varias secuencias de acido nucleico especificas
dentro de la molécula o moléculas de ADNc diana descritas anteriormente. La RT-PCR también proporciona un
medio para detectar la presencia de la molécula diana y, bajo condiciones cuantitativas o semi-cuantitativas, para
determinar la cantidad relativa de esa molécula diana en la reserva de acidos nucleicos de partida.

Una "secuencia codificante” de ADN se refiere a una secuencia de doble hebra que codifica un polipéptido y se
puede transcribir y traducir a un polipéptido en una célula in vitro o in vivo cuando se coloca bajo el control de
secuencias reguladoras adecuadas. "Secuencias reguladoras adecuadas” se refiere a secuencias de nucledtidos
localizadas aguas arriba (secuencias 5' no codificantes), dentro, o aguas abajo (secuencias 3' no codificantes) de
una secuencia codificante, y que influyen en la transcripcion, el procesamiento o la estabilidad del ARN, o la
traduccion de la secuencia codificante asociada. Las secuencias reguladoras pueden incluir promotores, secuencias
lider de traduccion, intrones, secuencias de reconocimiento de poliadenilacion, sitios de procesamiento del ARN,
sitios de unién efectores y estructuras de tallo-bucle. Los limites de la secuencia codificante se determinan por un
codon de inicio en el extremo 5' (amino) y un codén de parada de la traduccion en el extremo 3' (carboxilo). Una
secuencia codificante puede incluir, pero no se limita a, secuencias procariéticas, ADNc a partir de ARNm,
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secuencias de ADN gendmico, e incluso secuencias de ADN sintético. Si la secuencia codificante esta destinada a la
expresion en una célula eucaridtica, una sefal de poliadenilacion y una secuencia de terminacion de la transcripcion
normalmente estaran ubicadas 3' con respecto a la secuencia codificante.

"Marco de lectura abierto" se abrevia como ORF y se refiere a una longitud de secuencia de acido nucleico, ya sea
ADN, ADNc o ARN, que comprende una sefial de inicio de la traduccién o coddn de iniciacion, tal como ATG o AUG,
y un codon de terminacion y puede ser potencialmente traducida a una secuencia de polipéptido.

El término "aguas abajo" se refiere a una secuencia de nucledtidos que se encuentra 3' con respecto a una
secuencia de nucledtidos de referencia. En particular, las secuencias de nucledtidos aguas abajo se refieren en
general a secuencias que estan a continuacion del punto de partida de la transcripcion. Por ejemplo, el codén de
iniciacion de la traduccion de un gen se encuentra aguas abajo del sitio de inicio de la transcripcion.

El término "aguas arriba" se refiere a una secuencia de nucledtidos que se encuentra 5' con respecto a una
secuencia de nucleotidos de referencia. En particular, las secuencias de nucleétidos aguas arriba se refieren en
general a secuencias que se encuentran en el lado 5' de una secuencia codificante o punto de partida de la
transcripcion. Por ejemplo, la mayoria de los promotores se encuentran aguas arriba del sitio de inicio de la
transcripcion.

"Recombinacion homadloga" se refiere a la insercion de una secuencia de ADN foraneo en otra molécula de ADN, p.
€j., insercion de un vector en un cromosoma. Preferiblemente, el vector se dirige a un sitio cromosémico especifico
para la recombinacion homologa. Para la recombinacion homdloga especifica, el vector contendra regiones
suficientemente largas de homologia con secuencias del cromosoma para permitir la union complementaria y la
incorporacion del vector al cromosoma. Regiones mas largas de homologia, y mayores grados de similitud de
secuencia, pueden aumentar la eficiencia de la recombinacién homéloga.

Un "vector" se refiere a cualquier vehiculo para la clonacién y/o la transferencia de un acido nucleico en una célula
anfitriona. Un vector puede ser un replicén al que puede estar unido otro segmento de ADN con el fin de provocar la
replicacion del segmento unido. Un "replicon" se refiere a cualquier elemento genético (p. e€j., plasmido, fago,
césmido, cromosoma, virus) que funciona como una unidad auténoma de replicacion de ADN in vivo, es decir,
susceptible de replicacion bajo su propio control. El término "vector" incluye vehiculos tanto virales como no virales
para introducir el acido nucleico en una célula in vitro, ex vivo o in vivo. Se puede utilizar un gran numero de vectores
conocidos en la técnica para manipular acidos nucleicos, incorporar elementos de respuesta y promotores a genes,
etc. Los vectores posibles incluyen, p. ej., plasmidos o virus modificados incluyendo, por ejemplo adenovirus,
retrovirus, virus adeno-asociados, herpesvirus, o plasmidos tales como derivados de los plasmidos pBR322 o pUC, o
el vector Bluescript. Por ejemplo, la insercion de los fragmentos de ADN correspondientes a elementos de respuesta
y promotores en un vector adecuado se puede lograr ligando los fragmentos de ADN apropiados en un vector
seleccionado que tenga extremos cohesivos complementarios. Alternativamente, los extremos de las moléculas de
ADN pueden modificarse enzimaticamente o se puede producir cualquier sitio ligando secuencias de nucledtidos
(conectores) en los extremos del ADN. Tales vectores pueden ser modificados genéticamente para que contengan
genes marcadores seleccionables que permitan la seleccion de células que han incorporado el marcador en el
genoma celular. Tales marcadores permiten la identificacion y/o seleccion de células anfitrionas que incorporan y
expresan las proteinas codificadas por el marcador.

Los vectores virales se han utilizado en una amplia variedad de aplicaciones de suministro de genes en las células,
asi como sujetos animales vivos. Los vectores virales que se pueden utilizar incluyen, pero no se limitan a, vectores
de adenovirus, retrovirus, virus vaccinia, poxvirus, virus adenoasociados, virus herpes simplex, lentivirus,
baculovirus, virus Sendai, virus del sarampion, virus de simio 40 y el virus de Epstein-Barr. Los vectores no virales
incluyen plasmidos, lipoplejos (complejos de liposomas catidnicos-ADN), poliplejos (complejos de polimeros
cationicos-ADN), y complejos de proteinas-ADN. Ademas de un acido nucleico, un vector también puede
comprender una o mas regiones reguladoras y/o marcadores seleccionables Utiles para seleccionar, medir y
supervisar los resultados de transferencia de acidos nucleicos (transferencia a qué tejidos, duracion de la expresion,
etc.).

El término "plasmido" se refiere a un elemento extracromosémica que porta a menudo un gen que no es parte del
metabolismo central de la célula, y por lo general en forma de moléculas de ADN de doble hebra circulares. Tales
elementos pueden ser secuencias de replicacion autbnoma, secuencias de integracion en el genoma, secuencias de
fagos o nucledtidos, lineal, circular o superenrollado, de un ADN o ARN de hebra sencilla o doble, derivadas de
cualquier fuente, en donde un numero de secuencias de nucleétidos han sido unido o recombinado en una
construcciéon Unica que es capaz de introducir un fragmento promotor y la secuencia de ADN para un producto
génico seleccionado junto con la secuencia no traducida 3' apropiada en una célula.

Un "vector de clonacién” se refiere a un "replicon", que es una longitud unitaria de un acido nucleico, preferiblemente
ADN, que se replica de forma secuencial y que comprende un origen de replicacién, tal como un plasmido, fago o
coésmido, al cual se puede unir otro segmento de acido nucleico con el fin de provocar la replicacion del segmento
unido. Los vectores de clonacion pueden ser susceptibles de replicacion en un tipo celular y de expresiéon en otro
("vector lanzadera"). Los vectores de clonacion pueden comprender una o mas secuencias que se pueden utilizar
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para la seleccién de células que comprenden el vector y/o uno o mas sitios multiples de clonacién para la insercion
de secuencias de interés.

El término "vector de expresion" se refiere a un vector, plasmido o vehiculo disefiado para permitir la expresiéon de
una secuencia de acido nucleico insertada después de la transformacion en el anfitrion. El gen clonado, es decir, la
secuencia de acido nucleico insertada, se coloca generalmente bajo el control de elementos de control tales como
un promotor, un promotor minimo, un intensificador, o similares. Las regiones de control de la iniciacién o
promotores, que son Utiles para dirigir la expresion de un acido nucleico en la célula anfitriona deseada son
numerosos y conocidos para los expertos en la técnica. Se puede utilizar practicamente cualquier promotor capaz de
dirigir la expresion de estos genes en un vector de expresion, incluyendo, pero no limitado a, promotores virales,
promotores bacterianos, promotores de animales, promotores de mamifero, promotores sintéticos, promotores
constitutivos, promotores especificos de tejido, promotores relacionados con patogénesis o enfermedades,
promotores especificos del desarrollo, promotores inducibles, promotores regulados por la luz; incluyendo, pero no
limitados a, la regidon promotora temprana SV40 (SV40), el promotor contenido en al larga de repeticion terminal 3'
(LTR) del virus del sarcoma de Rous (RSV), E1A o promotor tardio principal (MLP) de adenovirus (Ad), el promotor
temprano inmediato de citomegalovirus humano (HCMV), el promotor timidina quinasa (TK) del virus herpes simplex
(HSV), el promotor IE1 de baculovirus, el promotor del factor de elongacién 1 alfa (EF1), el promotor de la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), el promotor de la fosfoglicerato quinasa (PGK), el promotor de la
ubicuitina C (Ubc), el promotor de la albumina, las secuencias reguladoras del promotor de metalotioneina-L de
ratén y regiones de control transcripcional, los promotores ubicuos (HPRT, vimentina, 3-actina, tubulina y similares),
los promotores de los filamentos intermedios (desmina, neurofilamentos, queratina, GFAP, y similares), los
promotores de genes terapéuticos (de MDR, CFTR o factor de tipo VIII, y similares), promotores relacionados con la
patogénesis o enfermedades, y promotores que exhiben especificidad de tejido y han sido utilizados en animales
transgénicos, tales como la region de control del gen de la elastasa | que es activa en células acinares pancreaticas;
la region de control del gen de la insulina activa en células beta pancreaticas, la region de control del gen de la
inmunoglobulina activa en células linfoides, la region de control del virus del tumor mamario d ratén activa en células
testiculares, de mama, linfoides y mastocitos; las regiones de control del gen de la albumina, Apo A1y Apo A2
activas en el higado, la region de control del gen de la alfa-fetoproteina activa en el higado, la regién de control del
gen de la alfa 1-antitripsina activa en el higado, la regién de control del gen de la beta-globina, activa en células
mieloides, la region de control del gen de la proteina basica de mielina activa en células oligodendrociticas en el
cerebro, la region de control del gen de cadena ligera 2 de miosina activa en el masculo esquelético, y la region de
control del gen de la hormona de liberacion gonadotrépica activa en el hipotalamo, el promotor de la piruvato
quinasa, el promotor de la villina, el promotor de la proteina intestinal de unién de acidos grasos, el promotor de la -
actina de las células de la musculatura lisa, y similares. Ademas, estas secuencias de expresion se pueden modificar
mediante la adicion de secuencias intensificadora o reguladoras y similares.

Los vectores de expresion construidos anteriormente se administran a continuacion a un sujeto en forma de una
composicion farmacéutica. Se pueden administrar dos o mas isoformas de HGF por separado, ya sea
sucesivamente o al mismo tiempo, es decir, administrar simultaneamente; se pueden administrar o administrar
simultaneamente plasmidos separados para las dos o mas isoformas de HGF o se puede administrar un Unico
plasmido de expresién que contiene genes para dos o mas isoformas de HGF y susceptible de expresar los genes
para las dos o mas isoformas de HGF. Por ejemplo, las dos isoformas fIHGF y dHGF se pueden administrar
utilizando dos plasmidos separados. Alternativamente, los dos plasmidos separados que contienen genes para
fIHGF y dHGF se pueden utilizar para la administracion simultanea. Finalmente, se puede administrar un Unico
plasmido de expresién que contiene genes tanto para fIHGF como para dHGF. En ciertos aspectos, el fIHGF y el
dHGF sobre un unico plasmido de expresion son codificadas por el mismo polinucleétido o por polinucleétidos
separados. Existen varios enfoques para incluir mas de un polinucleétido capaz de expresar una isoforma de HGF
en un unico plasmido. Estos incluyen, p. €j., el uso secuencias del sitio interno de entrada al ribosoma (IRES),
promotores duales/casetes de expresion, y proteinas de fusion. Las dos o mas isoformas expresadas a partir del
mismo plasmido o en dos plasmidos separados, como se discutié anteriormente, se seleccionan del grupo que
consiste en fIHGF, dHGF, NK1, y NK2, o se seleccionan del grupo que consiste en SEQ ID NO: 2-5y 11-12. Las dos
o0 mas isoformas también pueden incluir isoformas de HGF adicionales conocidas por los expertos normales en la
técnica.

Los vectores se pueden introducir en las células anfitrionas deseadas mediante métodos conocidos en la técnica, p.
€j., inyeccion, transfeccion, electroporacion, microinyeccion, transduccion, fusion celular, lipofeccion, uso de una
pistola génica o un transportador de vectores de ADN (véanse, p. €j., Wu et al., J. Biol. Chem. 267:963 (1992); Wu et
al., J. Biol. Chem. 263:14621 (1988); y Hartmut et al., Solicitud de Patente Canadiense Num. 2.012.311).

Un polinucleétido también se puede introducir in vivo mediante lipofeccidon. Durante la ultima década, ha habido un
uso creciente de liposomas para la encapsulacion y transfeccion de acidos nucleicos in vitro. Los lipidos cationicos
sintéticos disefiados para limitar las dificultades y riesgos encontrados con la transfeccion mediada por liposomas se
pueden utilizar para preparar liposomas para la transfeccion in vivo de un gen (Feigner et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA. 84:7413 (1987); Mackey et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:8027 (1988), y Ulmer et al., Science 259:1745
(1993)). El uso de lipidos catiénicos puede promover la encapsulacion de acidos nucleicos cargados negativamente,
y también puede promover la fusion con membranas celulares cargadas negativamente (Felgner et al., Science
337:387 (1989)). Los compuestos y composiciones lipidicos particularmente Utiles para la transferencia de acidos
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nucleicos se describen en los documentos WO 95/18863, WO 96/17823 y US 5.459.127. El uso de lipofeccién para
introducir genes exdgenos en o6rganos especificos in vivo tiene ciertas ventajas practicas. El direccionamiento
molecular de liposomas a células especificas representa un area de beneficio. Esta claro que dirigir la transfeccion a
tipos celulares concretos seria particularmente preferido en un tejido con heterogeneidad celular, tal como el
pancreas, el higado, el rifién y el cerebro. Los lipidos pueden acoplarse quimicamente a otras moléculas para el
propésito del direccionamiento (Mackey et al. 1988, supra). Los péptidos dirigidos, p. ej., hormonas o
neurotransmisores, y proteinas tales como anticuerpos, o moléculas no peptidicas, podrian acoplarse a liposomas
quimicamente.

Otras moléculas también son utiles para facilitar la transfeccion de un acido nucleico in vivo, tal como un oligopéptido
catiénico (p. ej., documento WO95/21931), péptidos derivados de proteinas de uniéon a ADN (p. ej., documento
WQO96/25508), o un polimero cationico (p. ej., documento W095/21931). También es posible introducir un vector in
vivo en forma de un plasmido de ADN desnudo (véanse las Patentes de los Estados Unidos Nums. 5.693.622,
5.589.466 y 5.580.859). También se pueden utilizar enfoques de suministro de ADN mediado por receptores (Curiel
et al., Hum Ther Gen 3:147 (1992), y Wu et al., J. Biol Chem 262: 4429 (1987)).

El término "transfeccion” se refiere a la captacion de ARN o ADN exdgeno o heterdlogo por una célula. Una célula ha
sido "transfectada" por ARN o ADN exdgeno o heterélogo cuando tal ARN o ADN se ha introducido dentro de la
célula. Una célula ha sido "transformada" por ARN o ADN ex6geno o heterélogo cuando el ARN o ADN transfectado
efectia un cambio fenotipico. EIl ARN o ADN transformante se puede integrar (unir covalentemente) en el ADN
cromosomico que constituye el genoma de la célula.

"Transformacion" se refiere a la transferencia de un fragmento de acido nucleico a un organismo anfitrion, dando
como resultado una herencia genéticamente estable. Los organismos anfitriones que contienen los fragmentos de
acido nucleico transformados son referidos como organismos "transgénicos" o "recombinantes” o "transformados".

Ademas, el vector recombinante que comprende un polinucleétido puede incluir uno o mas origenes de replicacion
en las células anfitrionas en las cuales se pretende su ampliacién o su expresiéon, marcadores o marcadores
seleccionables.

El término "marcador seleccionable" se refiere a un factor de identificacion, habitualmente un gen de resistencia a
antibidticos o agentes quimicos, que es susceptible de ser seleccionado basandose en el efecto del gen marcador,
es decir, resistencia a un antibiético, resistencia a un herbicida, marcadores colorimétricos, enzimas, marcadores
fluorescentes, y similares, en donde el efecto se utiliza para seguir la herencia de un acido nucleico de interés y/o
para identificar una célula u organismo que ha heredado el acido nucleico de interés. Los ejemplos de los genes
marcadores seleccionables conocidos y utilizados en la técnica incluyen: genes que proporcionan resistencia a la
ampicilina, estreptomicina, gentamicina, kanamicina, higromicina, herbicida bialafos, sulfonamida, y similares; y
genes que se utilizan como marcadores fenotipicos, es decir, genes reguladores de antocianina, gen de isopentanil
transferasa, y similares.

El término "gen informador” se refiere a un acido nucleico que codifica un factor de identificacion que es susceptible
de ser identificado basandose en el efecto del gen informador, en donde el efecto se utiliza para seguir la herencia
de un acido nucleico de interés, para identificar una célula u organismo que ha heredado el acido nucleico de
interés, y/o para medir la induccién de la expresion o la transcripcion del gen. Los ejemplos de genes informadores
conocidos y utilizados en la técnica incluyen: luciferasa (Luc), proteina fluorescente verde (GFP), cloranfenicol
acetiltransferasa (CAT), B-galactosidasa (LacZ), B-glucuronidasa (Gus), y similares. Los genes marcadores
seleccionables también pueden considerarse genes informadores.

"Promotor" y "secuencia promotora" se utilizan indistintamente y se refieren a una secuencia de ADN capaz de
controlar la expresion de una secuencia codificante o ARN funcional. En general, una secuencia codificante se
localiza 3' con respecto a una secuencia promotora. Los promotores pueden derivar en su totalidad de un gen nativo,
o estar compuestos de diferentes elementos derivados de diferentes promotores encontrados en la naturaleza, o
incluso comprender segmentos de ADN sintéticos. Los expertos en la técnica entienden que diferentes promotores
pueden dirigir la expresion de un gen en diferentes tejidos o tipos de células, o en diferentes etapas de desarrollo, o
en respuesta a diferentes condiciones ambientales o fisiologicas. Los promotores que hacen que un gen se exprese
en la mayoria de tipos de células la mayoria de las veces son referidos cominmente como "promotores
constitutivos”. Los promotores que hacen un gen sea expresado en un tipo celular especifico se denominan
comunmente "promotores especificos de células" o "promotores especificos de tejido". Los promotores que hacen
que un gen se exprese en una etapa especifica del desarrollo o diferenciacion celular se denominan cominmente
"promotores especificos del desarrollo" o "promotores especificos de la diferenciacién celular". Los promotores que
son inducidos y hacen que un gen sea expresado después de la exposicion o tratamiento de la célula con un agente,
molécula bioldgica, agente quimico, ligando, luz, o similares que inducen el promotor se denominan cominmente
"promotores inducibles" o "promotores regulables”. Se reconoce adicionalmente que puesto que en la mayoria de los
casos los limites exactos de las secuencias reguladoras no han sido completamente definidos, los fragmentos de
ADN de diferentes longitudes pueden tener una actividad promotora idéntica. La secuencia promotora esta
tipicamente limitada en su extremo 3' por el sitio de iniciacion de la transcripcion y se extiende aguas arriba
(direccién 5') para incluir el nimero minimo de bases o elementos necesarios para iniciar la transcripcion a niveles
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detectables por encima del fondo. Dentro de la secuencia promotora se encontrara un sitio de iniciaciéon de la
transcripcion (definido convenientemente por ejemplo, mediante mapeo con nucleasa S1), asi como dominios de
unién a proteinas (secuencias consenso) responsables de la union de la ARN polimerasa.

Una secuencia codificante esta "bajo el control" de secuencias de control transcripcionales y traduccionales en una
célula cuando la ARN polimerasa transcribe la secuencia codificante a ARNm, que a continuacién es sometido a
empalme en trans del ARN (si la secuencia codificante contiene intrones) y traducido a la proteina codificada por la
secuencia codificante.

"Secuencias de control de la transcripcion y la traduccion” se refieren a secuencias reguladoras de ADN, tales como
promotores, intensificadores, terminadores, y similares, que proporcionan la expresion de una secuencia codificante
en una célula anfitriona. En las células eucaridticas, las sefales de poliadenilacién son secuencias de control. El
término "elemento de respuesta" se refiere a uno o mas elementos de ADN que actian en cis que confieren
capacidad de respuesta a un promotor mediada a través de la interaccion con los dominios de unién al ADN de un
factor de transcripcion. Este elemento de ADN puede ser palindrémico (perfecto o imperfecto) en su secuencia o
compuesto de motivos de secuencias o hemisitios separados por un nimero variable de nucleétidos. Los hemisitios
pueden ser similares o idénticos y estar dispuestos como repeticiones directas o invertidas o como un Unico
hemisitio o multimeros de hemisitios adyacentes en tandem. El elemento de respuesta puede comprender un
promotor minimo aislado de diferentes organismos, dependiendo de la naturaleza de la célula u organismo al que se
incorporara el elemento de respuesta. El dominio de unién a ADN del factor de transcripcion se une, en presencia o
ausencia de un ligando, a la secuencia de ADN de un elemento de respuesta para iniciar o suprimir la transcripcion
de uno o varios genes aguas abajo bajo la regulacion de este elemento de respuesta.

El término "conectado operablemente" se refiere a la asociacién de secuencias de acido nucleico en un Unico
fragmento de acido nucleico de modo que la funcion de uno se ve afectada por el otro. Por ejemplo, un promotor
esta conectado operablemente a una secuencia codificante cuando es capaz de afectar a la expresion de esa
secuencia codificante (es decir, que la secuencia codificante esta bajo el control transcripcional del promotor). Las
secuencias codificantes se pueden conectar operablemente a secuencias reguladoras en orientacion efectora o
antisentido.

El término "expresion" segun se utiliza en la presente memoria, se refiere a la transcripcion y acumulacion estable de
ARN efector (ARNm) o antisentido derivado de un acido nucleico o polinucleétido. La expresion también puede
referirse a la traduccion del ARNm a una proteina o polipéptido.

Los términos "casete", "casete de expresion" y "casete de expresion génica" se refieren a un segmento de ADN que
se puede insertar en un acido nucleico o polinucleétido en sitios de restriccion especificos o0 mediante recombinacion
homologa. El segmento de ADN comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido de interés, y la casete y los
sitios de restriccion estan disefiados para asegurar la insercion de la casete en el marco de lectura apropiado para la
transcripcion y la traduccion. "Casete de transformacion" se refiere a un vector especifico que comprende un
polinucledtido que codifica un polipéptido de interés y que tiene elementos ademas del polinucledétido que facilitan la
transformacion de una célula anfitriona concreta. Las casetes, casetes de expresion, casetes de expresion génica y
casetes de transformacion también pueden comprender elementos que permiten una mayor expresion de un
polinucleétido que codifica un polipéptido de interés en una célula anfitriona. Estos elementos pueden incluir, pero no
estan limitados a: un promotor, un promotor minimo, un intensificador, un elemento de respuesta, una secuencia
terminadora, una secuencia de poliadenilacion, y similares.

El término "interruptor génico" se refiere a la combinacion de un elemento de respuesta asociado a un promotor, y un
sistema basado en factores de transcripcion dependiente de ligando que, en presencia de uno o mas ligandos,
modula la expresion de un gen en el que se incorporan el elemento de respuesta y el promotor.

Los términos "modular" y "modula" significan inducir, reducir o inhibir la expresion del acido nucleico o gen, lo que da
como resultado las respectivas induccién, reduccion o inhibicion de la produccién de proteina o polipéptido.

Los intensificadores que se pueden utilizar en las realizaciones de la invencion incluyen, pero no se limitan a: un
intensificador de SV40, un intensificador de citomegalovirus (CMV), un intensificador del factor de elongacion 1
(EF1), intensificadores de levadura, intensificadores de genes virales, y similares.

Las regiones de control de la terminacion, es decir, secuencias terminadoras o de poliadenilacién, pueden también
derivar de diversos genes nativos para los anfitriones preferidos. Opcionalmente, puede ser innecesario un sitio de
terminacion, sin embargo, es mas preferido si esta incluido. En una realizacién de la invencion, la region de control
de terminacién puede estar compuesta o puede derivar de una secuencia sintética, sefial de poliadenilacion
sintética, una sefial de poliadenilacién tardia de SV40, una senal de poliadenilacion de SV40, una sefal de
poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina (BGH), secuencias terminadoras virales, o similares.

Los términos "secuencias 3' no codificantes” o "region 3' no traducida (UTR)" se refieren a secuencias de ADN
localizadas aguas abajo (3') de una secuencia codificante y puede comprender secuencias de reconocimiento de
poliadenilacion [poli (A)] y otras secuencias que codifican sefales reguladoras capaces de afectar al procesamiento
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del ARNm o la expresién génica. La sefial de poliadenilacion se caracteriza normalmente por afectar a la adicion de
tramos de acido poliadenilico al extremo 3' del precursor de ARNm.

"Region reguladora” se refiere a una secuencia de acido nucleico que regula la expresion de una segunda secuencia
de acido nucleico. Una regién reguladora puede incluir secuencias que son naturalmente responsables de expresar
un acido nucleico concreto (una region homologa) o puede incluir secuencias de un origen diferente que son
responsables de expresar proteinas diferentes o incluso proteinas sintéticas (una region heterdloga). En particular,
las secuencias pueden ser secuencias de genes procarioticos, eucariéticos o virales o secuencias derivadas que
estimulan o reprimen la transcripcién de un gen de una manera especifica o no especifica y de una manera inducible
o no inducible. Las regiones reguladoras incluyen origenes de replicacion, sitios de empalme de ARN, promotores,
intensificadores, secuencias de terminacion de la transcripcion, y secuencias sefial que dirigen el polipéptido a las
rutas secretoras de la célula diana.

Una region reguladora de una "fuente heterdloga” se refiere a una region reguladora que no esta asociada de forma
natural con el acido nucleico expresado. Se incluyen entre las regiones reguladoras heterélogas las regiones
reguladoras de una especie diferente, las regiones reguladoras de un gen diferente, las secuencias reguladoras
hibridas y las secuencias reguladoras que no existen en la naturaleza, sino que estan disefiadas por un experto
normal en la técnica.

"Transcrito de ARN" se refiere al producto resultante de la transcripcion catalizada por ARN polimerasa de una
secuencia de ADN. Cuando el transcrito de ARN es una copia complementaria perfecta de la secuencia de ADN, es
referido como transcrito primario o puede ser una secuencia de ARN derivada de un procesamiento post-
transcripcional del transcrito primario y se denomina ARN maduro. "ARN mensajero (ARNm)" se refiere al ARN que
esta sin intrones y que puede ser traducido a proteina por la célula. "ADNCc" se refiere a un ADN de doble hebra que
es complementario a y deriva de ARNm. "ARN efector" se refiere a un transcrito de ARN que incluye el ARNm y por
lo tanto puede ser traducido a proteina por la célula. "ARN antisentido" se refiere a un transcrito de ARN que es
complementario a todo o parte de un transcrito primario diana o ARNm y que bloquea la expresion de un gen diana.
La complementariedad de un ARN antisentido puede ser con cualquier parte del transcrito del gen especifico, es
decir, en la secuencia 5' no codificante, la secuencia 3' no codificante, o la secuencia codificante. "ARN funcional" se
refiere a ARN antisentido, ARN de ribozima, u otro ARN que aun no se traduce y tiene un efecto sobre procesos
celulares.

"Polipéptido", "péptido" y "proteina" se utilizan indistintamente y se refieren a un compuesto polimérico que
comprende residuos de aminoacidos unidos covalentemente.

Un "polipéptido aislado", "péptido aislado" o "proteina aislada" se refieren a un polipéptido o proteina que estan
sustancialmente libres de aquellos compuestos que normalmente estan asociados con los mismos en su estado
natural (p. €j., otras proteinas o polipéptidos, acidos nucleicos, carbohidratos, lipidos). No se pretende que "aislado"
excluya las mezclas artificiales o sintéticas con otros compuestos, o la presencia de impurezas que no interfieren en
la actividad biolégica, y que pueden estar presentes, p. ej., debido a una purificacién incompleta, adicién de
estabilizadores o una combinacién en una preparacién farmacéuticamente aceptable.

Se puede realizar una mutacién mediante cualquier mecanismo de mutagénesis conocido en la técnica, incluyendo,
pero no limitado a, mutagénesis dirigida al sitio in vitro (Hutchinson et al., J. Biol Chem 253: 6551(1978); Zoller et al.,
DNA 3: 479 (1984); Oliphant et al., Gene 44:177 (1986); Hutchinson et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:710
(1986)), uso de conectores Tab® (Pharmacia), digestion endonucleasa de restriccion/delecion y sustitucion de
fragmentos, mutagénesis mediada por PCR/dirigida por oligonucleétidos, y similares. Se prefieren las técnicas
basadas en PCR para la mutagénesis dirigida al sitio (véase Higuchi, 1989, "Using PCR to Engineer DNA", en PCR
Technology: Principles and Applications for DNA Amplification, H. Erlich, ed., Stockton Press, capitulo 6, pags. 61-
70).

Una "variante" de un polipéptido o proteina se refiere a cualquier analogo, fragmento, derivado o mutante que deriva
de un polipéptido o proteina y que conserva al menos una propiedad biolégica del polipéptido o proteina. Pueden
existir diferentes variantes del polipéptido o proteina en la naturaleza. Estas variantes pueden ser variaciones
alélicas caracterizadas por diferencias en las secuencias de nucleétidos del gen estructural que codifica la proteina,
o pueden implicar corte y empalme diferencial o modificacién post-traduccional. El experto en la técnica puede
producir variantes que tienen una o mudltiples sustituciones, supresiones, adiciones o reemplazos de aminoacidos.
Estas variantes pueden incluir, entre otras: (a) variantes en las que uno o mas residuos de aminoacidos son
sustituidos por aminoacidos conservativos o no conservativos, (b) variantes en las que se afiaden uno o mas
aminoacidos al polipéptido o proteina, (c) variantes en las que uno o mas de los aminoacidos incluyen un grupo
sustituyente, y (d) variantes en las que el polipéptido o la proteina estan fusionados con otro polipéptido tal como
albumina de suero. Los mecanismos para la obtencidon de estas variantes, incluyendo los mecanismos genéticos
(supresiones, deleciones, mutaciones, etc.), quimicos y enzimaticos, son conocidos por los expertos que tienen un
conocimiento practico normal en la técnica.

El término "homologia" se refiere al porcentaje de identidad entre dos polinucleétidos o dos radicales polipeptidicos.
La correspondencia entre la secuencia de un radical y otro se puede determinar mediante mecanismos conocidos en
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la técnica. Por ejemplo, la homologia se puede determinar mediante una comparacion directa de la informacion de
secuencia entre dos moléculas de polipéptido mediante el alineamiento de la informacion de secuencia y la
utilizacion de programas informaticos facilmente asequibles. Alternativamente, la homologia se puede determinar
mediante hibridacién de polinucleétidos en condiciones que forman duplex estables entre regiones homodlogas,
seguido de digestidon con una o varias nucleasas especificas de hebra sencilla y determinacion del tamafio de los
fragmentos digeridos.

Segun se utiliza en la presente memoria, el término "homdlogo", en todas sus formas gramaticales y variaciones de
deletreo se refiere a la relacion entre proteinas que poseen un "origen evolutivo comun", incluyendo proteinas de
superfamilias (p. €j., la superfamilia de las inmunoglobulinas) y proteinas homélogas de diferentes especies (p. €;j.,
cadena ligera de miosina, etc.) (Reeck et al., Cell 50:667 (1987)). Tales proteinas (y sus genes codificantes) tienen
homologia de secuencia, como se refleja por su alto grado de similitud de secuencia. Sin embargo, en el uso comun
y en la presente solicitud, el término "homdlogo", cuando se modifica con un adverbio tal como "altamente”, puede
referirse a la similitud de secuencia y no un origen evolutivo comun.

Por consiguiente, el término "similitud de secuencia" en todas sus formas gramaticales se refiere al grado de
identidad o correspondencia entre secuencias de acido nucleico o aminoacidos de proteinas que pueden compartir o
no un origen evolutivo comun (véase Reeck et al., Cell 50: 667(1987)). Dos secuencias de ADN pueden ser
"sustancialmente homologas" o "sustancialmente similares" cuando al menos aproximadamente 50% (p. ej., al
menos aproximadamente 75%, 90%, o 95%) de los nucledtidos coinciden sobre la longitud definida de las
secuencias de ADN. Las secuencias que son sustancialmente homologas pueden identificarse comparando las
secuencias utilizando el soporte légico convencional disponible en los bancos de datos de secuencias, o en un
experimento de hibridacién de Southern, p. €j., en las condiciones rigurosas definidas para ese sistema concreto. La
definicion de las condiciones de hibridacion apropiadas esta dentro de la experiencia de la técnica (véase, p. €j.,
Sambrook et al., 1989, supra).

Segun se utiliza en la presente memoria, "sustancialmente similar" se refiere a fragmentos de acido nucleico en los
que los cambios en una o mas bases nucleotidicas dan como resultado la sustitucion de uno o mas aminoacidos,
pero no afectan a las propiedades funcionales de la proteina codificada por la secuencia de ADN. "Sustancialmente
similar" también se refiere a fragmentos de acido nucleico en donde los cambios en una o mas bases nucleotidicas
no afectan a la capacidad del fragmento de acido nucleico para mediar la alteracion de la expresion génica mediante
la tecnologia antisentido o de co-supresion. "Sustancialmente similar" también se refiere a modificaciones de los
fragmentos de acido nucleico de la presente invencion tales como la delecidon o insercién de una o mas bases
nucleotidicas que no afectan sustancialmente a las propiedades funcionales del transcrito resultante. Cada una de
las modificaciones propuestas se encuentra dentro de la experiencia rutinaria en la técnica, como es la
determinacion de la retencion de la actividad biolégica de los productos codificados.

Por otra parte, el experto en la técnica reconoce que las secuencias sustancialmente similares también se definen
por su capacidad para hibridarse, en condiciones rigurosas (0,1X SSC, SDS al 0,1%, 65°C y lavado con 2X SSC,
SDS al 0,1% seguido por 0,1XSSC, SDS al 0,1%), con las secuencias ilustradas en la presente memoria. Los
fragmentos de acido nucleico sustancialmente similares de la presente invencion son aquellos fragmentos de acidos
nucleicos cuyas secuencias de ADN son idéntica en al menos aproximadamente 70%, 80%, 90% o 95% a la
secuencia de ADN de los fragmentos de acido nucleico referidos en la presente memoria.

Dos secuencias de aminoacidos son "sustancialmente homoélogas" o "sustancialmente similares" cuando mas de
aproximadamente 40% de los aminoacidos son idénticos, o mas de 60% son similares (funcionalmente idénticos).
Preferiblemente, las secuencias similares u homadlogas se identifican mediante alineamiento utilizando, por ejemplo,
el Programa PileUp GCG (Genetics Computer Group, Manual del programa para el paquete GCG, Version 7,
Madison, Wisconsin).

El término "correspondiente a" se utiliza en la presente memoria para referirse a secuencias similares u homologas,
si la posicién exacta es idéntica o diferente de la molécula para la que se mide la similitud u homologia. Un
alineamiento de secuencias de acido nucleico o aminoacidos puede incluir espacios. Por lo tanto, el término
"correspondiente a" se refiere a la similitud de secuencia, y no a la numeracion de los residuos de aminoacidos o
bases nucleotidicas.

Una "porcién sustancial" de una secuencia de aminoacidos o de nucleétidos comprende suficiente secuencia de
aminoacidos de un polipéptido o secuencia de nucledtidos de un gen para identificar supuestamente ese polipéptido
0 gen, o bien mediante evaluacion manual de la secuencia por un experto en la técnica, o bien mediante
comparacion e identificacion de secuencias computarizada-automatizada utilizando algoritmos tales como BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool; Altschul et al, J. Mol Biol 215: 403(1993)); disponible en
ncbi.nim.nih.gov/BLAST/). En general, es necesaria una secuencia de diez 0 mas aminoacidos contiguos o treinta o
mas nucledtidos con el fin de identificar supuestamente una secuencia de polipéptidos o acidos nucleicos como
homologa a una proteina o un gen conocidos. Por ofra parte, con respecto a las secuencias de nucleétidos, se
pueden utilizar sondas de oligonucledtidos especificas de genes que comprenden 20-30 nucledtidos contiguos en
métodos de identificacion de genes dependientes de la secuencia (p. €j., hibridacion de Southern) y aislamiento (p.
ej., hibridacién in situ de colonias bacterianas o placas de bacteri6fagos). Ademas, se pueden utilizar
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oligonucledtidos cortos de 12-15 bases como cebadores de amplificacion en la PCR con el fin de obtener un
fragmento de acido nucleico concreto que comprenda los cebadores. Por consiguiente, una "porcion sustancial" de
una secuencia de nucleoétidos comprende suficiente secuencia para identificar y/o aislar especificamente un
fragmento de acido nucleico que comprende la secuencia.

El término "porcentaje de identidad", tal como se conoce en la técnica, es una relacion entre dos o mas secuencias
de polipéptidos o dos 0 mas secuencias de polinucleétidos, determinada comparando las secuencias. En la técnica,
"identidad" también significa el grado de relacién de secuencia entre secuencias de polipéptidos o polinucleétidos,
segun sea el caso, determinada por la coincidencia entre hebras de tales secuencias. La "ldentidad" y la "similitud"
se pueden calcular faciimente mediante métodos conocidos, incluyendo, pero no limitados a los descritos en:
Computational Molecular Biology (Lesk, A.M., ed.) Oxford University Press, Nueva York (1988); Biocomputing:
Informatics and Genome Projets (Smith, D.W., ed.) Academic Press, Nueva York (1993); Computes Analysis of
Sequence Data, Parte | (Griffin, A.M., y Griffin, H.G., eds.) Humana Press, Nueva Jersey (1994); Sequence Analysis
in Molecular Biology (von Heinje, G., ed.) Academic Press (1987); y Sequence Analysis Primer (Gribskov, M. y
Devereux, J., eds.) Stockton Press, Nueva York (1991). Los métodos preferidos para determinar la identidad estan
disefiados para proporcionar la mejor emparejamiento entre las secuencias sometidas a ensayo. Los métodos para
determinar la identidad y similitud estan codificados en programas de ordenador disponibles publicamente. Los
alineamientos de secuencia y los calculos de porcentaje de identidad se pueden llevar a cabo utilizando un soporte
légico de analisis de secuencia, tal como el programa Megalign del paquete de computacién bioinformatico
Lasergene (DNASTAR Inc., Madison, WI). Se pueden llevar a cabo mudltiples alineamientos de las secuencias
utilizando el método de alineamiento Clustal (Higgins et al., CABIOS. 5:151 (1989)) con los parametros por defecto
(PENALIZACION POR HUECO = 10, PENALIZACION POR LONGITUD DEL HUECO = 10). Se pueden seleccionar
los parametros por defecto para los alineamientos por pares utilizando el método Clustal: KTUPLE 1,
PENALIZACION POR HUECO = 3, VENTANA = 5 y DIAGONALES SALVADAS = 5. El término "soporte légico de
analisis de secuencia” se refiere a cualquier algoritmo informatico o programa de soporte légico que sea util para el
analisis de secuencias de nucledtidos o aminoacidos. El "Soporte légico de analisis de secuencia" puede estar
disponible en el mercado o desarrollarse de manera independiente. El soporte I6gico de analisis de secuencia tipico
incluye, pero no esta limitado al, paquete de programas GCG (Wisconsin Package version 9.0, Genetics Computer
Group (GCG), Madison, WI), BLASTP, BLASTN, BLASTX (Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403 (1990)), y DNASTAR
(DNASTAR, Inc. 1228 S. Park St. Madison, WI 53715 Estados Unidos). Dentro del contexto de esta descripcion se
entendera que cuando se utiliza el soporte logico de analisis de secuencia para el analisis, los resultados del analisis
se basara en los "valores por defecto" del programa de referencia, a menos que se especifique lo contrario. Segun
se utiliza en la presente memoria "valores por defecto" significara cualquier conjunto de valores o parametros que
originalmente se carga con el soporte légico cuando se inicializa por primera vez.

"Sintetizado quimicamente”, en relacién con una secuencia de ADN, significa que los nucleétidos componentes se
ensamblaron in vitro. La sintesis quimica manual de ADN se puede llevar a cabo usando procedimientos bien
establecidos, o la sintesis quimica automatizada se puede llevar a cabo utilizando una de las diversas maquinas
disponibles en el mercado. En consecuencia, los genes se pueden adaptar para la expresion génica optima
basandose en la optimizacion de la secuencia de nucleétidos para reflejar el sesgo coddnico de la célula anfitriona.
El experto en la técnica aprecia la probabilidad de expresion génica satisfactoria si el uso de codones esta sesgado
hacia aquellos codones favorecidos por el anfitrién. La determinacion de los codones preferidos se puede basar en
un estudio de genes derivados de la célula anfitriona, donde esta disponible la informacion de la secuencia.

El término "gen exdgeno” se refiere a un gen foraneo para el sujeto, es decir, un gen que se introduce en el sujeto a
través de un proceso de transformacion, una version no mutada de un gen mutado endégeno o una version mutada
de un gen no mutado enddgeno. El método de transformacion no es critico y puede ser cualquier método adecuado
para el sujeto conocido por el experto en la técnica. Los genes exdgenos pueden ser genes naturales o sintéticos
que se introducen en el sujeto en forma de ADN o ARN que puede funcionar a través de un ADN intermedio, tal
como por medio de la transcriptasa inversa. Tales genes se pueden introducir en células diana, introducir
directamente en el sujeto, o introducir indirectamente por medio de transferencia de células transformadas en el
sujeto.

El término "sujeto" se refiere a un animal intacto, preferiblemente un vertebrado, lo mas preferiblemente un
mamifero.

El término "isoforma de HGF" se refiere a cualquier polipéptido de HGF que tiene una secuencia de aminoacidos que
es idéntica en al menos 80% (p. €j., idéntica en al menos 90% o 95%) a una secuencia de aminoacidos de HGF que
se produce naturalmente en un animal, incluyendo todas las variantes alélicas. En una realizacion, el término se
refiere a isoformas que se sabe que tienen actividad de proliferacion celular. Las isoformas de HGF incluyen, sin
limitacion, fIHGF, dHGF, NK1, NK2, y NK4. El término "fIHGF" se refiere a la proteina HGF completa de un animal, p.
€j., un mamifero, p. €j., los aminoacidos 1 a 728 de HGF humano.

El término "dHGF" se refiere a la variante por delecion de la proteina HGF producida por corte y empalme alternativo
del gen de HGF en un animal, p. ej., un mamifero, p. ej., HGF humano que consiste de 723 aminoacidos con
delecion de cinco aminoacidos en el primer dominio kringle de la cadena alfa (F, L, P, Sy S) de la secuencia de HGF
completa.
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El término "NK1" se refiere a una isoforma de HGF de un animal, p. €j., un mamifero, p. ej., un ser humano, que
consiste en los dominios de bucle en horquilla N-terminal y kringle1.

El término "NK2" se refiere a una isoforma de HGF de un animal, p. €j., un mamifero, p. ej., un ser humano, que
consiste en los dominios de bucle en horquilla N-terminal, kringle1, y kringle2.

El término "NK4" se refiere a una isoforma de HGF de un animal, p. €j., un mamifero, p. ej., un ser humano, que
consiste en los dominios de bucle en horquilla N-terminal, kringle1, kringle2, kringle3, y kringle4.

La composicion de la presente invencion comprende dos o mas isoformas de HGF seleccionadas entre fIHGF,
dHGF, NK1, NK2 y NK4. En una realizacion, las dos o mas isoformas de HGF son isoformas de un HGF de
mamifero, p. ej., HGF humano. La secuencia de aminoacidos de HGF de diversas especies es bien conocido en la
técnica y se puede encontrar en bases de datos de secuencias, tales como GenBank (secuencia de aminoacidos de
HGF humano que tiene el nimero de acceso Baa14348). En una realizacion, una de las isoformas de HGF es fIHGF
humano (SEQ ID NO: 2). En otra realizacién, una de las isoformas de HGF es dHGF humano (SEQ ID NO: 3). En
otra realizacion, una de las isoformas de HGF es NK1 humano (SEQ ID NO: 4). En ofra realizacién, una de las
isoformas de HGF es NK2 humano (SEQ ID NO: 5). En ofra realizacion, una de las isoformas de HGF es NK4
humano (SEQ ID NO: 6). En una realizacion adicional, las dos o mas isoformas de HGF comprenden fIHGF y dHGF.
En una realizacion diferente, las dos o mas isoformas de HGF consisten en fIHGF y dHGF.

En una realizacion, las isoformas de HGF son variantes de isoformas de HGF de tipo salvaje humanas. Por ejemplo,
las isoformas pueden ser variantes de la secuencia de fIHGF, dHGF, NK1, NK2, o NK4 humanos que tienen una
identidad de secuencia de al menos 80% con la secuencia de fIHGF (SEQ ID NO: 2), dHGF (SEQ ID NO: 3), NK1
(SEQ ID NO: 4), NK2 (SEQ ID NO: 5), o NK4 (SEQ ID NO: 6) humanos de tipo salvaje, p. €j., una identidad de
secuencia de al menos 85, 90, 95, 96, 97, 98, o0 99%. La variante puede comprender adiciones, deleciones,
sustituciones, o una combinacion de las mismas de la secuencia de aminoacidos de una isoforma de HGF humano
de tipo salvaje. Las adiciones o sustituciones también incluyen el uso de aminoacidos de origen no natural y se
pueden producir en cualquier nimero internamente, en el extremo N y/o en el extremo C.

Preferiblemente, cualquier sustitucion es una sustitucion de aminoacidos conservativa. Una "sustitucion de
aminoacidos conservativa" es una en la que el residuo de aminoacido es remplazado por un residuo de aminoacido
que tiene una cadena lateral similar. Las familias de residuos de aminoacidos que tienen cadenas laterales similares
han sido definidas en la técnica. Estas familias incluyen aminoacidos con cadenas laterales alcalinas (p. €j., lisina,
arginina, histidina), cadenas laterales acidas (p. €j., acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares no
cargadas (p. €j., glicina, asparragina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares (p.
€j., alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas laterales ramificadas en
beta (p. €j., treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (p. €j., tirosina, fenilalanina, triptéfano,
histidina). La identidad de secuencia se calcula comparando dos secuencias 6ptimamente alineadas sobre esa
region de comparacion, determinando el nimero de posiciones en las que existen residuos de aminoacido idénticos
en ambas secuencias para proporcionar el nimero de posiciones coincidentes, dividiendo el nimero de posiciones
coincidentes por el nimero total de posiciones en la regiéon de comparacion (es decir, el tamafio de la ventana), y
multiplicando el resultado por 100 para proporcionar el porcentaje de identidad de secuencia. En un aspecto, el
porcentaje de identidad se calcula como el porcentaje de residuos de aminoacidos en la mas pequefa de las dos
secuencias que se alinean con un residuo de aminoacido idéntico en la secuencia que esta siendo comparada,
cuando se pueden introducir cuatro huecos en una longitud de 100 aminoacidos para maximizar el alineamiento
(Dayhoff, en Atlas of Protein Sequence and Structure, Vol. 5, pag. 124, National Biochemical Research Foundation,
Washington, DC (1972)). Una determinacion de la identidad se realiza tipicamente mediante un programa
informatico de homologia conocido en la técnica. Un programa ilustrativo es el programa Gap (Wisconsin Sequence
Analysis Package, Version 8 para UNIX, Genetics Computer Group, University Research Park, Madison, WI)
utilizando las configuraciones por defecto, que utiliza el algoritmo de Smith y Waterman (Adv. Appl. Math. 2:482
(1981)).

En una realizacion, la variante de una isoforma de HGF conserva sustancialmente la totalidad de una o mas de las
actividades bioldgicas de la proteina de la isoforma de HGF de tipo salvaje. El término "sustancialmente toda la
actividad bioldgica del HGF de tipo salvaje”, segun se utiliza en la presente memoria, se refiere a una variante de
una isoforma de HGF que conserva al menos 70% de una cualquiera o mas de las actividades biologicas de la
isoforma de HGF (p. €j., la capacidad para estimular la angiogénesis o promover la proliferacién celular). En algunas
realizaciones, se conserva al menos 75, 80, 85, 90, 0 95% de una o mas de las actividades biolégicas de la isoforma
de HGF. La actividad de HGF se puede determinar mediante analisis in vitro e in vivo rutinarios bien conocidos en la
técnica (p. €j., analisis de Matrigel Plug y neovascularizacién corneal in vivo, analisis de membrana corioalantoidea
(CAM) de pollo in vivolin vitro, andlisis celulares (proliferacion, migracion, formacién de tubo) y organotipicos (anillo
aortico) in vitro).

La estructura y la funcién del HGF se han estudiado extensamente y un experto en la técnica es consciente de los
aminoacidos de la secuencia de HGF que son importantes para conservar sustancialmente la totalidad de la
actividad bioldgica de la proteina y que preferiblemente no cambian o solo cambian conservativamente en cualquier
variante de la secuencia de HGF. Véanse, p. €j., Hartmann et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:11574 (1992);
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Lokker et al., EMBO J. 11:2503 (1992), Zhou et al., Structure 6:109 (1998), Ultsch et al., Structure 6: 1383 (1998),
Shimizu et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 189:1329 (1992), Yoshiyama et al., Biochem. Biophys. Res.
Commun. 175:660 (1991). Por ejemplo, parece que son necesarios los dominios de bucle en horquilla N-terminal y
kringle1 para la actividad de proliferacion celular. Otros aminoacidos que no son criticos para la actividad biolégica
se pueden suprimir y/o sustituir mas libremente. Un experto en la técnica puede preparar variantes de isoformas de
HGF utilizando mecanismo de mutagénesis rutinarios, tales como los descritos en las referencias citadas
anteriormente, e identificar variantes que conservan sustancialmente la totalidad de la actividad bioldgica de la
isoforma de HGF.

En una realizacion de la invencion, las dos o mas isoformas de HGF estan presentes en la composicion en forma de
uno o mas polinucledtidos que codifican las isoformas. En una realizacién, los uno o mas polinucleétidos codifican
isoformas de HGF de mamifero, p. €j., HGF humano. Las secuencias de polinucleétidos del gen de HGF de diversas
especies son bien conocidas en la técnica y se pueden encontrar en bases de datos de secuencias tales como
GenBank (la secuencia de polinucleotidos del gen de HGF humano que tiene el numero de acceso NM000601). En
una realizacién, un polinucleétido codifica fIHGF. En otra realizacién, un polinucleétido codifica dHGF. En otra
realizacion, un polinucleétido codifica NK1. En otra realizacion, un polinucleétido codifica NK2. En otra realizacion,
un polinucledtido codifica NK4. En una realizacién adicional, uno o mas polinucleétidos codifican tanto fIHGF como
dHGF. En una realizacion adicional, los uno o mas polinucleétidos codifican IHGF, dHGF, y NK1.

En una realizacion, los uno o mas polinucleétidos que codifican las dos o mas isoformas de HGF comprenden una
secuencia del gen de HGF humano de tipo salvaje. En otra realizacion, los polinucleétidos comprenden una variante
de secuencia del gen de HGF de tipo salvaje, pero todavia codifican la secuencia de aminoacidos de tipo salvaje de
la isoforma de HGF debido a la degeneracion de codones. En una realizacion adicional, los uno o mas
polinucleétidos codifican variantes de secuencia de la proteina de la isoforma de HGF como se ha descrito
anteriormente. En una realizacion, las variantes de secuencia de polinucleétidos de la secuencia del gen de la
isoforma de HGF humano tienen una identidad de secuencia de al menos 80% con la secuencia de gen de la
isoforma de HGF humano de tipo salvaje, p. €j., una identidad de al menos 85, 90, 95, 96, 97, 98, 0 99%.

En una realizacion de la invencion, las dos o mas isoformas de HGF son codificadas por un gen de HGF hibrido que
expresa simultaneamente dos o mas de las isoformas, p. €j., IHGF y dHGF. El gen de HGF hibrido, descrito en el
documento US 2005/0079581 A1 comprende ADNc correspondiente a los exones 1 a 18 de HGF, y un intréon
inherente o foraneo insertado entre los exones 4 y 5 del ADNc, en donde el gen hibrido esta desprovisto de otros
intrones entre los exones distintos del intron entre los exones 4 y 5. El intron comprende un fragmento del intron
inherente o una secuencia recombinante.

Una realizacion del gen de HGF hibrido que comprende el intron inherente tiene 7113 pb de longitud y tiene la
secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 7. El gen de HGF hibrido expresa simultaneamente tanto fIHGF como
dHGF, y tiene una eficacia expresion mas alta que el ADNc de fIHGF.

La degeneracion de codones permite que el gen de HGF hibrido sea modificado o cambiado en la region codificante
y/o no codificante sin alterar la secuencia de aminoacidos de la proteina y la expresion del gen. En consecuencia,
los polinucleétidos que son sustancialmente idénticos al gen de HGF hibrido del SEQ ID NO: 7, y los fragmentos de
los mismos se encuentran dentro del alcance de la invencién. "Sustancialmente idéntico” significa que la identidad
de la secuencia es no menor de 80%, p. €j., no menor del 90%, p. €j., no menor de 95%.

Un gen de HGF hibrido puede comprender un fragmento de intrén inherente que tiene opcionalmente una pequefia
secuencia recombinante insertada en el mismo entre los exones 4 y 5 del ADNc de HGF. En la presente memoria,
tal gen de HGF hibrido que comprende un fragmento de intrén inherente se denomina "HGF-X". Los ejemplos
incluyen HGF-X6, HGF-X7 y HGF-X8 que tienen la secuencia de nucledtidos de los SEQ ID NO: 8 a 10,
respectivamente.

Las dos o mas isoformas de HGF que se van a administrar pueden estar codificadas por polinucleétidos separados o
por un unico polinucleétido. Los polinucleétidos pueden estar conectados operablemente a una o mas secuencias
reguladoras, p. €j., promotores o intensificadores, que controlan la expresion de las isoformas de HGF. El promotor
puede ser un promotor constitutivo (p. €j., el promotor de citomegalovirus humano) o un promotor inducible. Las
secuencias reguladoras pueden ser parte de un interruptor génico que regula la expresion de las isoformas de HGF
mediante la adicion o eliminacion de un ligando especifico. Los ejemplos de los factores de transcripcion
dependientes de ligando que se pueden utilizar en los interruptores génicos de la invencion incluyen, sin limitacion,
miembros de la superfamilia de receptores nucleares activados por sus respectivos ligandos (p. €j., glucocorticoides,
estrogenos, progestina, retinoides, ecdisona, y analogos y miméticos de los mismos) y rTTA activado por tetraciclina.
En una realizacién adicional, el promotor es un promotor especifico de cardiomiocitos, (p. €j., proteina de repeticion
de anquirina cardiaca, MYBPC3). Cuando las dos o mas isoformas de HGF son codificadas por polinucleétidos
separados, cada polinucledtido puede estar conectado operablemente a sus propias secuencias reguladoras. En
otra realizacion, los dos o mas polinucleétidos pueden estar bajo el control de una Unica secuencia reguladora como
parte de una casete en tdndem, opcionalmente con secuencias insertadas entre los dos o mas polinucleétidos, p. €j.,
un sitio interno de unién al ribosoma, para promover la expresion de todas las isoformas.
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En una realizacién de la invencién, los uno o mas polinucleétidos que codifican las dos o mas isoformas de HGF son
parte de un vector, p. €j., un vector de expresion. El vector puede ser, p. €j., un vector plasmidico (p. €j., un vector
pCK como describen Lee et al., en Biochem. Biophys. Res. Commun. 272:230 (2000); el documento WO
2000/040737) o un vector viral con ARN o ADN de hebra sencilla o doble. Tales vectores pueden introducirse en las
células mediante técnicas bien conocidas para introducir ADN y ARN en las células. Los vectores virales pueden ser
de replicacion competente o de replicacion defectuosa. En este ultimo caso, la propagacion viral generalmente se
producira solo en células anfitrionas de complementacion. Segun se utiliza en la presente memoria, los términos
"célula anfitriona" o "anfitrion" se utilizan para significar una célula de uso en la presente invencion que esta
albergando uno o mas polinucleétidos de la invencion.

D este modo, como minimo, los vectores deben incluir los polinucleétidos de uso en la invencion. Otros
componentes del vector pueden incluir, pero no se limitan a, marcadores seleccionables, dominios de modificacion
de cromatina, promotores adicionales que dirigen la expresion de otros polipéptidos que también pueden estar
presentes en el vector (p. €j., un polipéptido letal), sitios de integraciéon gendmicos, sitios de recombinacion, y pivotes
de insercion molecular. Los vectores pueden comprender cualquier nimero de estos elementos adicionales, ya sea
dentro o no dentro de los polinucleétidos, de manera que el vector se pueda adaptar a los objetivos especificos de
los métodos terapéuticos deseados.

Los vectores que se introducen en las células pueden comprender adicionalmente un "gen marcador seleccionable”,
que, cuando se expresa, indica que el vector ha sido introducido en la célula anfitriona. De esta manera, el gen
selector puede ser un marcador positivo para la presencia del vector. Si bien no es critica para la presente invencion,
la presencia de un gen marcador seleccionable permite al profesional seleccionar una poblacion de células vivas,
cuando el constructo vector ha sido introducido en las células. Por lo tanto, se pueden seleccionar las células en las
que se ha introducido con éxito el vector. Segun se utiliza en la presente memoria, se pretende que el término
"seleccionar" o variaciones del mismo, cuando se utiliza junto con células, signifique métodos bien conocidos,
convencionales para la seleccion de células con una composicion genética o fenotipo especificos. Los métodos
tipicos incluyen, pero no se limitan a, el cultivo de células en presencia de antibidticos, tales como G418, puromicina
y ampicilina. Otros ejemplos de genes marcadores seleccionables incluyen, pero no se limitan a, genes que
confieren resistencia a metotrexato, higromicina, o acido micofendlico. Las células que comprenden un constructo
vector que comprende uno o varios genes de resistencia a antibidticos serian capaces en ese caso de tolerar el
antibidtico en el cultivo. Del mismo modo, las células que no comprenden un constructo vector que comprende uno o
varios genes de resistencia a antibidticos no serian capaces de tolerar el antibiético en el cultivo.

Segun se utiliza en la presente memoria, un "dominio de modificacion de cromatina" (CMD) se refiere a secuencias
de nucledtidos que interaccionan con una variedad de proteinas asociadas con el mantenimiento y/o la alteracion de
la estructura de la cromatina, tales como, pero no limitadas a, aisladores de ADN. Véase Ciavatta et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 103:9958 (2006). Los ejemplos de los CMD incluyen, pero no se limitan a, el aislador de B-
globulina de pollo y el sitio hipersensible 4 de pollo (cHS4). El uso de diferentes secuencias de CMD entre uno o
mas programas de genes (es decir, un promotor, una secuencia codificante, y una region reguladora 3'), p. €j.,
puede facilitar el uso de las secuencias de ADN de CMD diferenciales como "minibrazos de homologia" combinadas
con diversos microorganismos o tecnologias de recombineria in vitro para "intercambiar” programas de genes entre
vectores lanzadera multigénicos y monogénicos existentes. Otros ejemplos de dominios de modificacion de la
cromatina son conocidos en la técnica o se pueden identificar facilmente.

Los vectores concretos para uso con la presente invencion son vectores de expresion que codifican proteinas o
polinucledtidos. Generalmente, tales vectores comprenden regiones de control que actian en cis eficaces para la
expresion en un anfitrion conectadas operativamente al polinucleétido que se va a expresar. Los factores que actian
en trans apropiados son suministrados por el anfitrion, suministrados por un vector de complementacién o
suministrados por el propio vector tras la introduccion en el anfitrién.

Se puede utilizar una gran variedad de vectores de expresion para expresar proteinas o polinucleétidos. Tales
vectores incluyen vectores cromosémicos, episémicos y derivados de virus, p. €j., vectores derivados de plasmidos
bacterianos, de bacteridfagos, de episomas de levadura, de elementos cromosdmicos de levadura, de virus tales
como virus adeno-asociados, lentivirus, baculovirus, papovavirus, SV40, virus vaccinia, adenovirus, virus de la
viruela aviar, virus de pseudorrabia y retrovirus, y vectores derivados de combinaciones de los mismos, tales como
los derivados de elementos genéticos de plasmidos y bacteriéfagos, tales como césmidos y fagémidos. Todos se
pueden utilizar para la expresion de acuerdo con este aspecto de la presente invencion. Generalmente, se puede
utilizar cualquier vector adecuado para mantener, propagar o expresar polinucleétidos o proteinas en un anfitrion
para su expresion a este respecto.

La secuencia de polinucleétidos del vector de expresion esta conectada operativamente a una o varias secuencias
de control de la expresion apropiadas, incluyendo, p. €j., un promotor para dirigir la transcripcion del ARNm. Los
promotores adicionales representativos incluyen, pero no se limitan a, promotores constitutivos y promotores
especificos de tejidos o inducibles. Los ejemplos de los promotores eucaridticos constitutivos incluyen, pero no se
limitan a, el promotor del gen de la metalotioneina | de ratén (Hamer et al, J. Mol. Appl. Gen. 1:273 (1982)); el
promotor TK del virus Herpes (McKnight, Cell 371:355 (1982)); el promotor temprano de SV40 (Benoist et al., Nature
290:304 (1981)); y el promotor del virus vaccinia. Los ejemplos adicionales de los promotores que se pueden utilizar
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para dirigir la expresion de una proteina o polinucleoétido incluyen, pero no estan limitados a, promotores especificos
de tejidos y otros promotores enddgenos para proteinas especificas, tales como el promotor de albumina
(hepatocitos), un promotor de la proinsulina (células beta pancreaticas) y similares. En general, los constructos de
expresion contendran sitios para la transcripcion, iniciacion y terminacion y, en la region transcrita, un sitio de unién
al ribosoma para la traduccién. La porcion codificante de los transcritos maduros expresados por los constructos
puede incluir un AUG de inicio de la traduccion al principio y un codén de terminacion (UAA, UGA o UAG) situado
apropiadamente al final del polipéptido que se va a traducir.

Ademas, los constructos pueden contener regiones de control que regulan, asi como engendran la expresion. En
general, tales regiones operaran controlando la transcripcion, tales como sitios de unién al represor e
intensificadores, entre otros.

Los ejemplos de vectores eucariéticos incluyen, pero no se limitan a, pW-LNEO, pSV2CAT, pOG44, pXT1 y pSG
asequibles de Stratagene; pSVK3, pBPV, pMSG y pSVL asequibles de Amersham Pharmacia Biotech; y
pCMVDsRed2-express, pIRES2-DsRed2, pDsRed2-Mito, y pCMV-EGFP asequibles de Clontech. Muchos otros
vectores son bien conocidos y estan disponibles en el mercado.

La seleccion de los vectores y promotores adecuados para la expresion en una célula anfitriona es un procedimiento
bien conocido, y los mecanismos requeridos para la construccion del vector y la introduccion en el anfitrion, asi como
su expresion en el anfitrion estan dentro del conocimiento practico rutinario de la técnica.

La introduccién de los polinucleétidos en las células puede ser una transfeccion transitoria o una transfeccién estable
del vector. La transfeccion transitoria de los vectores a la célula anfitriona se puede efectuar mediante inyeccion
directa, transfeccion con fosfato de calcio, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, transfeccion mediada por
lipidos catiénicos, electroporacion, transduccioén, infeccion, u otros métodos. Tales métodos se describen en muchos
manuales de laboratorio convencionales, tales como Davis et al., Basic Methods in Molecular Biology (1986); Keown
et al., Meth. Enzymol. 185:527 (1990); Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Tercera
Edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY.

En una realizacion, la composicion de la invencion se formula para inyectable.

La composicién farmacéutica de la invencidon puede comprender adicionalmente vehiculos farmacéuticamente
aceptables. Se puede utilizar cualquiera de los procedimientos convencionales en el campo farmacéutico para
preparar formulaciones orales tales como comprimidos, capsulas, pildoras, granulos, suspensiones y disoluciones;
formulaciones inyectables, tales como disoluciones, suspensiones o polvos secos que se pueden mezclar con agua
destilada antes de la inyeccion; formulaciones aplicables localmente, tales como pomadas, cremas y lociones; y
otras formulaciones.

Los portadores utilizados generalmente en el campo farmacéutico se pueden emplear en la composicion de la
presente invencion. Por ejemplo, las formulaciones administradas oralmente pueden incluir aglutinantes,
emulsionantes, agentes disgregantes, excipientes, agentes solubilizantes, agentes dispersantes, agentes
estabilizantes, agentes suspensores, agentes colorantes o especias. Las formulaciones inyectables pueden
comprender conservantes, agentes analgésicos, agentes solubilizantes o agentes estabilizantes. Las preparaciones
para la administracién local pueden contener bases, excipientes, lubricantes o conservantes. Cualquiera de las
formulaciones adecuadas conocidas en la técnica (Remington's Pharmaceutical Science (182 edicion), Mack
Publishing Company, Eaton PA) se puede utilizar en la presente invencion.

La composicion farmacéutica de la invencidon se puede administrar clinicamente en forma de diferentes
formulaciones orales y parenterales. Una formulacién adecuada se puede preparar utilizando tales excipientes como
aditivos, potenciadores, aglutinantes, agentes humectantes, agentes disgregantes y tensioactivos, o diluyentes. Las
formulaciones sélidas para administracion oral incluyen pildoras, comprimidos, polvo para espolvorear, granulos y
capsulas. Esas formulaciones sdlidas se pueden preparar mezclando uno o mas excipientes, p. ej., almidon,
carbonato de calcio, sacarosa, lactosa y gelatina con derivados lignano de dibencilbutil lactona. Asimismo, se
pueden incluir en la formulacion lubricantes tales como estearato de magnesio y talco. Las formulaciones liquidas
para administracion oral incluyen suspension, disolucion, emulsion y jarabe. Esas formulaciones pueden contener
agentes humectantes, edulcorantes, aromatizantes y conservantes, ademas de diluyentes simples generales, tales
como agua y parafina liquida. Las formulaciones para administracion parenteral incluyen disoluciones,
suspensiones, emulsiones acuosas esterilizadas, tratamientos alternativos liofilizados y supositorios. Los excipientes
y agentes suspensores insolubles en agua comprenden grasas vegetales tales como propilen%IicoI, polietilenglicol %
aceite de oliva, y ésteres inyectables, tales como oleato de etilo. Se pueden utilizar Witepsol™, Macrogol®, Tween
61, grasas de cacao, grasas de laurina y glicerogelatinas como bases de supositorios.

Los siguientes ejemplos se proporcionan con fines meramente ilustrativos, y no se pretende que limiten el alcance
de la invencion.
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Ejemplo 1: Construccion de plasmidos

El vector pCK puede dirigir la expresion génica a partir del promotor de citomegalovirus humano (HCMV), y se ha
descrito previamente (Lee et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 272:230 (2000); documento WO 2000/040737).

Se construyd pCK-VEGF 165 insertando ADNc de VEGF 165 en el vector pCK, y se ha descrito previamente (Lee et
al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 272:230 (2000); documento WO 2000/040737).

pCK-cHGF contiene el ADNc que codifica HGF 728 bajo el control de un promotor de HCMV, y se ha descrito
previamente (documento US 2005/0079581).

pCK-dHGF contiene el ADNc que codifica HGF 723 bajo el control de un promotor de HCMV, y se ha descrito
previamente (documento PCT/KR03/00548).

pCK-HGF-X7 contiene un ADNc de HGF hibrido (SEQ ID NO: 9), que fue disefiado para expresar 2 isoformas de
HGF simultaneamente insertado en el vector pCK, y ha sido descrito previamente (documento US 2005/0079581).

Ejemplo 2: Efecto del HGF sobre la migracion y la proliferacion celular

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de HGF sobre la migracion y la proliferacion celular in vitro.
1. Materiales y Métodos

(1) Preparacion de la proteina HGF

Se transfectd pCK-HGF-X7 a células 293T utilizando FUGENE6™ (Roche Diagnostics, Alemania). Como
controles, se usaron pCK, pCK-cHGF y pCK-dHGF. Dos dias después de la transfecciéon, se obtuvieron los
sobrenadantes de cultivo que contenian la proteina HGF y la cantidad de HGF se midi6 mediante ELISA de HGF
humano (R & D Systems, MN, Estados Unidos), de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

(2) Analisis de migracion celular

Se evalud el efecto de HGF sobre la migracion de células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC, Agiolab
Co., Ltd., AL01-0122S), mioblastos esqueléticos de ratéon (C2C12, ATCC Num. CRL-1772) y cardiomioblastos de
(H9C2, ATCC Num. CRL- 1446) en un analisis de camara de Boyden modificado. Los insertos de la camara de
cultivo celular de tipo 24 Transwell (Corning, NY, Estados Unidos) que tenia filtros de policarbonato poroso (tamafio
de poro 8 pym) se recubrieron con gelatina al 1% en PBS. Se afiadieron HUVEC (n = 15) suspendidas en medio
M199 con un suplemento de 1% de FBS, y células C2C12 (n = 10) o H9C2 (n = 10) suspendidas en medio DMEM
con un suplemento de 3% de FBS, respectivamente, a los insertos a 1 x 10* células por pocillo. Las sustancias de
ensayo (sobrenadantes de las células 293T transfectadas con pCK, pCK-cHGF, pCK-dHGF o pCK-HGF-X7) se
diluyeron a una concentracion final de HGF de 50 ng/ml en M199 o DMEM con un suplemento de 1% o 3% de FBS
respectivamente, y se colocaron 600 pl de las sustancias de ensayo diluidas en la camara inferior. Se permitié que
las células migraran durante 3 horas a 37°C en una incubadora con COz, a continuacion, los insertos se elevaron, se
enjuagaron con PBS, se fijaron con formaldehido al 4% durante 10 min, y se tifieron con cristal violeta al 0,2%. La
migracion celular se cuantificé contando las células situadas en el lado opuesto de los insertos. Las células se
contaron a partir de 5 campos de alta potencia (x 200) en cada inserto. La imagen se analizé utilizando Image-Pro®
plus (Media Cibernetics, Estados Unidos).

(3) Analisis de proliferacion celular

Se evaluo el efecto de HGF sobre la proliferacion de las células HUVEC usando un analisis de incorporacién de
timidina [ H]. Las células HUVEC (n = 10) suspendidas en medio M199 con un suplemento de 1% de FBS se
cultivaron en placa sobre una placa de 96 pocillos a 5 x 10° células por pocillo. Se afiadieron a las células 10 ng de
proteina HGF (sobrenadantes de las células 293T transfectadas con pCK, pCK-cHGF, pCK-dHGF o pCK-HGF-X7).
Las células se dejaron proliferar durante 48 horas a 37°C en una incubadora con CO,. Después de eso, se afiadi6 1
MCi de timidina [ H] a cada pocillo y las células se incubaron durante otras 16 horas a 37°C. Las células se
cosecharon y se midio la incorporacion de timidina [ H] utilizando un contador de centelleo liquido (Wallac, Turku,
Finlandia).

2. Resultados y Discusion

Para explorar los efectos bioldgicos de las dos isoformas de la proteina HGF, se examind su efecto sobre la
migracion y la proliferacion celular. Estos andlisis se realizaron utilizando sobrenadantes de las células 293T
transfectadas con cada vector de expresion como se ha descrito en Materiales y Métodos. En todos los
experimentos, se utilizé la cantidad idéntica de proteina HGF.

Como se muestra en las Figuras 1, 2 y 3, la presencia de dos isoformas de HGF producidas a partir de pCK-HGF-X7
indujo mas eficazmente la migracion de células HUVEC, C2C12 y HI9C2, respectivamente, en comparacion con
cuando solo estuvo presente una isoforma. La presencia de dos isoformas de HGF también promovié la proliferacion
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eficaz de células HUVEC (Figura 4). El sobrenadante producido a partir de células transfectadas con pCK-HGF-X7
indujo mas eficazmente la proliferacion de células HUVEC que el sobrenadante producido a partir de células
transfectadas con pCK-dHGF. Estos resultados muestran que los efectos combinados de dos isoformas de HGF
produjeron actividades de migracion y proliferacion mas potentes en las células endoteliales, y actividades de
migraciéon mas potentes en mioblastos esqueléticos y cardiacos.

La migracion de las células endoteliales vasculares esta fuertemente asociada con la angiogénesis, y la migracion
de las células precursoras del musculo de miocardio y esquelético es una etapa crucial en el desarrollo muscular y la
regeneracion muscular post-lesional. Por lo tanto, estos resultados muestran que la administracion de ambas
isoformas de HGF puede proporcionar una manera mas eficaz para inducir la neovascularizacion y la regeneracion
de los tejidos isquémicos. La migracion y proliferacion de células endoteliales vasculares son también el proceso
natural asociado con la formacion de la pared del vaso. Por lo tanto, estos resultados también muestran que la
administracion de ambas isoformas de HGF puede promover la re-endotelizacién de las paredes de los vasos
sanguineos.

Ejemplo 3: Evaluacion de la eficacia de HGF en modelo de enfermedad de corazén isquémico de rata

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto cardio-protector de la inyeccion intramiocardica de HGF en un
modelo de enfermedad de corazén isquémico de rata. El procedimiento experimental se proporciona en la Figura 5.

1. Materiales y Métodos
(1) Animales

Se proporcionaron agua y alimento ad libitum a 38 ratas Sprague-Dawley (macho, 12 semanas de edad, 350 a 400
g, SLC) a su llegada, y se dispusieron 7 dias de descanso antes de ser sometidas a la cirugia.

(2) Modelo de infarto de miocardio

Para el analisis de la eficacia farmacoldgica de HGF en el presente estudio, se empled un modelo de enfermedad de
corazoén isquémico de rata, uno de los modelos patolégicos mas ampliamente utilizados para EAC. Las ratas se
anestesiaron con una inyeccion intramuscular de xilazina (5 mg/kg) seguido de cetamina (50 mg/kg). Después de la
esterilizacion con alcohol del 95% y yodo, el térax se cubrié con un pafio quirdrgico estéril y solo se expuso el area
de la incision, proporcionando de ese modo una condiciones completamente estériles para la cirugia. La intubacion
endotraqueal se realizd por via orotraqueal. Durante la operacién, se mantuvo ventilaciéon con presion positiva. Los
electrocardiogramas y la saturacion de oxigeno verificaron continuamente. Se realiz6 toracotomia mediana. Después
de abrir el pericardio, seguido de la exploracion de la pared arterial del ventriculo izquierdo, se ligd el tercio proximal
de la arteria coronaria descendente anterior izquierda (DAI) utilizando suturas de polipropileno 6-0 reforzadas con un
pequefio trozo de Nelaton (5Fr). Se confirmé la elevacion del segmento ST en el electrocardiograma verificado.
Después de la ligadura de DAI durante 60 minutos, se reperfundié el miocardio isquémico de rata. Las heridas del
pericardio y de la toracotomia se cerraron. Un unico tubo toracico conectado a una succién de la pared mediana se
retird después de que regresara suficiente respiracion espontanea y se retird el tubo endotraqueal. A continuacion, la
incision se verificd para comprobar la presencia de hemorragia. Después de controlar en sangrado, se suturaron el
musculo en el que se habia realizado la incision, la fascia y la piel. Después de la cirugia, se administré por via
intramuscular gentamicina (3 mg/kg/dia) durante 3 dias para prevenir la infeccion. Se realizé un ecocardiograma
transtoracico 28 dias después de la cirugia para confirmar la induccion de infarto de miocardio en ratas.

(3) Disefo del estudio de evaluacion de la eficacia

Se sometidé a ensayo la eficacia de HGF inyectando directamente los plasmidos que contenian el gen de HGF en el
musculo cardiaco isquémico y observando el efecto cardioprotector fisioldgicamente y anatomicamente. Los
plasmidos que contenian el gen de HGF se administraron inmediatamente después de la induccion de la isquemia
(Dia 0). A cada animal se le inyecto intramiocardicamente una dosis total de 250 ug de pCK-cHGF (n = 12) o pCK-
HGF-X7 (n = 10). Para los controles negativos y positivos, se inyecté la misma cantidad de vector pCK que carecia
de la secuencia codificante de HGF (n = 7), y pCK-VEGF165 (n = 9). Las mejoras de la funcion fisiolégica del
corazon se evaluaron mediante ecocardiografia transtoracica en los Dias 1, 14, 28 y 56 después de la inyeccion de
ADN. Los niveles de angiogénesis y anti-fibrosis se midieron después de la autopsia.

(4) Analisis cardiofisiologico

El Dia 1, se midieron la fraccion de eyeccion ventricular izquierda y el septo interventricular sistélico mediante
ecocardiografia transtoracica. Los valores obtenidos el Dia 1 se establecen como valores de referencia. Los Dias 14,
28 y 56, se realizd de nuevo una ecocardiografia. Los valores obtenidos en los Dias 1, 14, 28 y 56 se compararon
entre los grupos con pCK, pCK-HGF-X7, pCK-cHGF y pCK-VEGF165. Ademas, se tomaron cortes de tejido de los
corazones isquémicos para analizar los cambios en la densidad capilar y la fibrosis en el ventriculo izquierdo.
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(5) Analisis de la densidad capilar

El Dia 56, se obtuvieron tejidos miocardicos de corazén isquémico y se fijaron en disolucién de formalina al 10%
durante 2 dias, a continuacion se incluyeron en parafina. Se prepararon unas pocas secciones seriadas a partir de
cada espécimen. En las secciones de tejido, se identificaron las células endoteliales de los capilares mediante
tincion con el anticuerpo CD31. La densidad capilar se analizé cuantltatlvamente con un microscopio con un
aumento de 400x y se presentd como el numero de capilares por 0,15 mm? (Image—Pro plus, Version 4.1, Media
Cybernetics, Bethesda, Maryland, Estados Unidos). A continuacién se compard el valor entre los grupos de
tratamiento.

(6) Analisis anti-fibrosis

El Dia 56, se obtuvieron tejidos de miocardio del corazén isquémico y se fijaron en disolucion de formalina al 10%
durante 2 dias y a continuacioén se incluyeron en parafina. Se prepararon unas pocas secciones seriadas a partir de
cada espécimen y se tifieron con Trichrom para evaluar el contenido de coladgeno. Area fibrética del ventriculo
izquierdo se analiz6 cuantitativamente bajo un microscopio a un aumento de 8x. A continuacion se comparé el valor
entre los grupos de tratamiento.

(7) Estadistica

Los resultados se presentaron como la media + ETM y se analizaron utilizando SPSS (Version 10.0, SPSS. Inc.,
Chicago, IL, Estados Unidos). El analisis estadistico de todos los datos se realiz6 utilizando un ANOVA de una via 'y
la posterior prueba de LSD o la prueba de Tukey para determinar la significacion de las diferencias en las
comparaciones multiples. Los valores de P inferiores a 0,05 se consideraron significativos.

2. Resultados
(1) Induccion de infarto de miocardio del ventriculo izquierdo en ratas

Se realizé un ecocardiograma transtoracico 28 dias después de la induccién del infarto de miocardio para confirmar
el modelo de enfermedad animal. Se observé que la funcion fisiolégica del ventriculo izquierdo disminuyé
significativamente después de la induccion quirdrgica de isquemia miocardica. Asimismo, se observo fibrosis
miocardica en la pared anterolateral del ventriculo izquierdo.

(2) Efecto de HGF sobre la funcion del ventriculo izquierdo

Se compararon los cambios en la fraccidon de eyeccion ventricular izquierda (FEVI) después de la inyeccion de ADN
entre los grupos de tratamiento. Los Dias 1 y 14, no hubo diferencia estadisticamente significativa en la FEVI entre
los grupos. Sin embargo, a los 28 dias después del tratamiento con ADN intra-miocardico, el valor de FEVI fue
estadisticamente significativamente mayor en el grupo de tratamiento con pCK-HGF-X7 (40,77 + 2,92%) en
comparacion con el grupo de pCK (31,24 + 3,58%, p = 0,028) o el grupo de pCK-cHGF (33,99 + 2,26%, p = 0,069).
El valor de FEVI en el grupo de pCK-VEGF165 (39,63 + 2,44%) parecia ser mayor que el grupo de pCK (p = 0,056)
o el grupo de pCK-cHGF (p = 0,138), pero la diferencia no fue estadisticamente significativa. Se observé un patrén
similar el dia 56 después del tratamiento (Figura 6).

También se compararon los cambios en el septo inter-ventricular sistélico (SIV) tras el tratamiento de ADN. El IVS
sistolico se incrementd significativamente solo en el grupo tratado con pCK-HGF-X7; el dia 56, el SIV del grupo
tratado con pCK-HGF-X7 fue considerablemente mayor que el de los grupos tratados con pCK (p = 0,061), pCK-
VEGF165 (p = 0,012) o pCK-cHGF (p = 0,011) (Figura 7).

(3) Efecto de HGF sobre la densidad capilar

El Dia 56 la densidad capilar de los tejidos del miocardio de la zona limitrofe isquémica fue de 300,00 + 14,71 por
0,15 mm? para el grupo de tratamiento con pCK-HGF-X7. Esta densidad capilar fue S|gn|f|cat|vamente mayor que
227,54 + 6,16 por 0,15 mm? del grupo de pCK (p <0,001), 247,38 + 7,52 por 0,15 mm? del grupo de pCK- VEGF165
(p =0,001)) 0 231,35 + 5,55 por 0,15 mm? del grupo de pCK-cHGF (p <0,001) (Figura 8).

(4) Efecto de HGF sobre la fibrosis miocardica

El Dia 56, el grado de fibrosis en el ventriculo izquierdo fue de 18,88 + 1,81% para el grupo de tratamiento con pCK-
HGF-X7. Este porcentaje de fibrosis fue significativamente menor que 30,20 £ 2,35% del grupo de pCK (p = 0,009).
El grado de fibrosis en el grupo de pCK-VEGF 165 (20,96 + 2,25%) también fue menor que el del grupo de pCK (p =
0,049), aunque la diferencia fue estadisticamente menos significativa en comparacion con el grupo de pCK-HGF-X7.
Pero el grado de fibrosis en el grupo de pCK-cHGF (25,02 + 2,49%) no fue considerablemente menor que el del
grupo de tratamiento con pCK (p = 0,411) (Figura 9).
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3. Discusion

Se evaluo el potencial terapéutico de HGF en el modelo de enfermedad de corazén isquémico de rata, que es un
modelo animal bien conocido para EAC. El dia 0, se genero isquemia cardiaca mediante el procedimiento quirdrgico
y se inyectaron un total de 250 pg de plasmidos que contenian el gen de HGF o ADN de control en el miocardio
isquémico. Los efectos de HGF se evaluaron mediante analisis ecocardiografico y/o histoldgico. La funcion del
corazoén isquémico mejoro significativamente en el grupo de tratamiento con pCK-HGF-X7. El grupo de pCK-cHGF
no mostré ninguna mejoria significativa en la funcion del corazon, a pesar de que pCK-cHGF expresa una isoforma
de la proteina HGF.

Ejemplo 4: Evaluacion de la eficacia de pCK-HGF-X7 en pruebas clinicas en seres humanos

La eficacia de pCK-HGF-X7 se evalud en una prueba clinica en seres humanos. A dos sujetos sometidos a injerto de
derivacion de arteria coronaria (CABG) se les inyectaron 0,5 mg de pCK-HGF-X7.

1. Métodos
(1) Sujetos

Los sujetos fueron incluidos en la prueba cuando se cumplian los siguientes criterios; 1) edad de 19 a 75 afios, 2)
con un defecto de perfusion reversible (mas de 7 por ciento de diferencia entre la perfusion en reposo y bajo
esfuerzo) mediante evaluacién de MIBI-SPECT, 3) que se habia estimado que seguian teniendo un area
revascularizacién incompleta después de CABG o que se habia estimado que tenian un territorio de perfusién
miocardica que no era adecuado para CABG.

Los sujetos se excluyeron si tenian un historial previo o evidencia actual de 1) malignidad, 2) arritmia ventricular no
controlada, 3) insuficiencia cardiaca avanzada o evidencia de disfuncién ventricular izquierda por encima de Killip de
clase Il y con una fraccion de eyeccion ventricular izquierda <25% mediante ecocardiografia 2D transtoracica, 4)
enfermedad infecciosa grave, 5) trastorno de la sangre no controlado, 6) enfermedad cardiaca valvular y necesidad
cirugia de citorreduccion del ventriculo izquierdo, 6) retinopatia proliferativa, 7) ictus, 8) hipertension esencial no
controlada mediante evaluacién de la JNC Il, 9) enfermedad severa de higado y rifidon, o 10) CABG previa.

El protocolo fue aprobado por la Junta de Revisién Institucional del Hospital Universitario Nacional Seul, asi como
por la Administraciéon de Alimentos y Farmacos de Corea.

(2) Estudio de perfusion miocardica MIBI-SPECT

Se realizo **Tc-MIBI SPECT sincronizada (Vertex EPIC, ADAC Labs, CA., Estados Unidos) en reposo y después de
esfuerzo farmacoldgico con adenosina en todos los pacientes antes del tratamiento pCK-HGF-X7 y 3 y 6 meses
después del tratamiento con pCK-HGF-X7. Las imagenes de SPECT se construyeron mediante electrocardiografia
sincronizada, y se analizaron con un modelo de 20 segmentos semicuantitativo utilizando un programa de
autocuantificacion (AutoQUANT, ADAC Labs, CA., Estados Unidos).

El siete por ciento de la diferencia entre las puntuaciones de perfusién en reposo y esfuerzo bajo perfusion SPECT
es la linea inferior del defecto de perfusion reversible en la isquemia miocardica. Por lo tanto, 27% de la diferencia
entre la perfusion en reposo y esfuerzo indica que un miocardio tiene defecto de perfusion reversible y <7% de
diferencia indica que el miocardio tiene la perfusiéon normal.

Las puntuaciones de la perfusion en reposo y esfuerzo se obtuvieron del nimero de segmento 10 y 16 de la imagen
SPECT de ojo de buey, y la diferencia de las puntuaciones se evalu6 el periodo de escrutinio, 3 y 6 meses después
de la inyeccion de pCK-HGF-X7 (Figura 10).

(3) Inyeccidn intramiocardica de pCK-HGF-X7 bajo CABG

El injerto de derivacion de la arteria de la arteria coronaria descendente anterior izquierda y la arteria coronaria
circunfleja se completé mediante esternotomia mediana convencional. Se administraron 0,5 mg de pCK-HGF-X7
(0,125 mg/0,25 mL/inyeccion; 4 sitios/paciente) mediante inyeccion intramiocardica en ambos lados de la arteria
descendente posterior, que no era adecuada para CABG cuando se evalué mediante MIBI-SPECT, a pesar de tener
disminucion de la perfusion. Los numeros de segmento a los que se administré pCK-HGF-X7 fueron 10 y 16 de la
imagen de ojo de buey obtenida a partir de MIBI-SPECT (Figura 11).

2. Resultados y Discusion
(1) Efecto de pCK-HGF-X7 en la perfusion miocardica bajo MIBI-SPECT

Se comparo la diferencia entre las puntuaciones de perfusion en reposo y esfuerzo bajo SPECT antes y después de
la inyeccion de pCK-HGF-X7. En el primer sujeto, la diferencia media entre las puntuaciones de perfusion en reposo
y esfuerzo antes de la inyeccion de pCK-HGF-X7 fue de 16%. A los 3 y 6 meses de la inyecciéon de pCK-HGF-X7, la
diferencia media entre las puntuaciones de perfusion en reposo y esfuerzo en la zona de inyeccidon (numero de
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segmento 10 y 16) fue de 3,5% y 0,5%, lo que fue significativamente diferente del valor de referencia. En el segundo
sujeto, la diferencia media entre las puntuaciones de perfusién en reposo y esfuerzo antes de la inyeccion de pCK-
HGF-X7 fue de 9%. A los 3 y 6 meses de la inyeccion pCK-HGF-X7, la diferencia media entre las puntuaciones de
perfusion en reposo y esfuerzo en la zona de inyeccion (niumero de segmento 10 y 16) fue 4% y 3,5%, lo que fue
significativamente diferente del valor de referencia linea (Figura 12).

En conclusion, la inyeccion intramiocardica de pCK-HGF-X7 a sujetos afectados puede cambiar el estado de la
perfusion miocardica de un defecto reversible a la normalidad. Estos resultados indican que la administracion de
pCK-HGF-X7 puede mejorar significativamente la perfusion miocardica.

Ejemplo 5: Evaluacion de la eficacia de pCK-HGF-X7 en modelo de isquemia ameroide porcina

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto cardioprotector de la inyeccién endocardica percutanea de pCK-
HGF-X7 utilizando un catéter bajo la direccion del sistema de imagen cardiaca en un modelo de isquemia ameroide
porcina.

1. Materiales y Métodos
(1) Animal

Se proporcionaron alimento y agua ad libitum a cerdos domésticos Yorkshire castrados (n = 9, macho, 20 a 40 Kg) a
su llegada, y se dispusieron 7 dias de descanso antes de ser sometidos a cirugia.

(2) Modelo de isquemia ameroide porcina

El modelo porcino de isquemia miocardica cronica a través de constriccion ameroide es un modelo preclinico bien
establecido, clinicamente relevante y aceptado de isquemia miocardica cronica en el ensayo de nuevas terapias
angiogénicas. Este modelo simula la anatomia coronaria humana, asi como la extension de la formacion de vasos
en respuesta a la isquemia en seres humanos. Ademas, este modelo porcino esta bien establecido en el ensayo de
dispositivos médicos cardiovasculares, debido a las similitudes en el tamafio y la anatomia con el sistema
cardiovascular humano.

Los cerdos se sometieron a una implantacion quirdrgica de un constrictor ameroide a la circunfleja izquierda proximal
para crear isquemia cronica. Los cerdos se sedaron mediante una inyeccion intramuscular de Telazol® 4-6 mg/kg y
Sulfato de Atropina de 0,02 a 0,05 mg/kg. A continuacion se administré Isoflurano a través de mascarilla para inducir
la anestesia general para intervenciones quirurgicas. Los cerdos se intubaron y se prepararon adecuadamente para
la cirugia. Los cerdos se colocaron en decubito lateral derecho. Un goteo intravenoso de Plasmalyte y lidocaina
mantuvo la hidratacion durante toda la operacion y controlé cualquier arritmia. Se aplico disolucion de Scrub para
preparar de forma estéril el lugar de la cirugia, el térax se cubrié con cobertores de tela estériles y el animal completo
se cubrid con un cobertor corporal. Se administr6 bromuro de pancuronio por via intravenosa para la relajacion
muscular después del establecimiento de un plano profundo de anestesia. Se realizé una incisiéon de 20 cm en el
térax izquierdo en el quinto espacio intercostal. Las costillas se replegaron seguido de los pulmones, y se
envolvieron en gasas empapadas con disolucion salina. El pericardio se abrié inmediatamente distal al nervio frénico
mediante una incision horizontal y el corazon se suspendié en una cuna pericardica. La arteria coronaria circunfleja
(LCX) se disecod una distancia de aproximadamente 0,5 cm proximal a la primera rama marginal y se coloco
alrededor de la misma un constrictor ameroide del tamafo apropiado para la arteria. Todos los materiales colaterales
que podrian afectar al lecho de la Cxl se ligaron de forma permanente. Se administrd bolo de lidocaina cuando fue
necesario para el control de las arritmias. El pericardio no se cerré rutinariamente mediante sutura, sino que se
utilizé6 como una ayuda para asegurar el ameroide en su lugar en la arteria. Se utilizd sutura gut cromica (PDS 1) en
un patrén continuo para cerrar las capas musculares. Se utilizé sutura trenzada Dexon™ por via subcutanea. Se
utilizaron grapas quirargicas para cerrar la piel. A continuacién todos los cerdos recibieron enrofloxacina (5,0
mg/kg/dia) por via intramuscular durante 3 dias para prevenir la infeccion.

(3) Disefio del estudio de evaluacion de la eficacia

Cuatro semanas después de la implantacion del ameroide, los cerdos fueron asignados al azar para recibir 1 mg de
pCK-HGF-X7 [grupo de dosis baja: 1 mg/2 ml (n = 3)], 4 mg de pCK-HGF-X7 [grupo de dosis alta: 4 mg/8 ml (n = 3)]
o articulo de control que consiste en los mismos tampones de excipiente utilizado con pCK-HGF-X7 [grupo de
control de vehiculo: 8 ml (n = 3)]. Los articulos se administraron utilizando un catéter de suministro NOGA™ MyoStar
(Biosense Webster, Estados Unidos) en ruta transendocardica. Cada animal recibié ocho inyecciones (grupo de
dosis baja: 0,125 mg/0,25 ml/sitio de inyeccion) o dieciséis (grupo de dosis alta: 0,25 mg/0,5 ml/sitio de inyeccion) de
pCK-HGF-X7 o articulo de control (grupo de control de vehiculo: 0,5 mi/sitio de inyeccidn) en la zona limitrofe del
miocardio viable y el isquémico en la pared lateral y posterior. Con el fin de evaluar el resultado funcional del
tratamiento con pCK-HGF-X7, se determind la perfusion miocardica (k) en el pico de esfuerzo antes y después del
tratamiento con ADN medido mediante ecocardiografia de esfuerzo de contraste miocardico.
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2. Resultados

Se compararon los cambios en la perfusion miocardica en el pico de esfuerzo antes y después de la inyeccion de
ADN del plasmido entre los grupos de tratamiento. En el grupo de control de vehiculo, el Dia 30 mostré una
tendencia a la disminucion de la perfusion en comparacion con la del Dia 0. Sin embargo, dos grupos de pCK-HGF-
X7 el Dia 30 mostraron una tendencia a la conservacion de perfusiones en comparacion con la del dia 0 (Figura 13).
Estos resultados sugirieron que la transferencia transendocardica de pCK-HGF-X7 podria proteger contra la
disminucion de la perfusién miocardica inducida por la isquemia miocardica.

Estos resultados muestran que el HGF puede ser suministrado utilizando un catéter. El catéter de inyeccion
transendocardica percutanea se ha usado para la inyeccion endocardica de diversos farmacos, p. €j., células madre,
adenovirus y ADN desnudo bajo la direccion del sistema de navegacion cardiaco electromecanico en pruebas
clinicas. Estos resultados indican que el ADN del plasmido pCK-HGF-X7 se puede administrar de forma segura en el
miocardio con una disminucion de la perfusion en forma de una inyeccién transendocardica percutanea utilizando un
catéter bajo direccion electromecanica. De este modo, se pueden utilizar sistemas de inyeccion de catéter para
transferir pCK-HGF-X7 al corazén en pacientes que tienen tejido cardiaco isquémico, tal como, angina de pecho
estable o inestable o infarto de miocardio agudo o croénico.

Ejemplo 6: Suministro de células que expresan HGF

Se puede suministrar HGF en forma de células que comprenden pCK-HGF-X7. Las células madre mesenquimales
se recogen de un sujeto. La fuente de las células madre mesenquimales puede ser producto aspirado de médula o
sangre periférica movilizada. Las células madre mesenquimales recogidas se cultivan y se transfectan con pCK-
HGF-X7 utilizando liposomas. A continuacion las células se recogen, se lavan con solucion salina, se vuelven a
suspender en solucion de infusion, y se infunden en el sujeto. Las células madre mesenquimales transfectadas con
pCK-HGF-X7 se pueden administrar al tejido cardiaco isquémico e infartado i) en forma de una inyeccion
intramiocardica usando una jeringa, o ii) en forma de una inyecciéon transendocardica percutanea utilizando un
catéter bajo la direccion electromecanica.

Ejemplo 7: Implante endoluminal liberador de pCK-HGF-X7

Este ejemplo demuestra la produccién de implantes endoluminales liberadores de plasmido.
A. Produccioén de implante endoluminal de acero inoxidable liberador de plasmido

1. Materiales y Métodos

(1) Implante endoluminal de acero inoxidable

Los implantes endoluminales de acero inoxidable (SS Stent, Liberté®, 3,0 mm x 20 mm) se adquirieron de Boston
Scientific (Estados Unidos). (2) Produccién de implante endoluminal de SS liberador de pCK-HGF-X7

a. Produccién de implante endoluminal de SS liberador de pCK-HGF-X7 no basado en polimero

Para lavar la superficie de los puntales "struts" del implante endoluminal de SS, los implantes endoluminales se
sometieron a sonicacion tres veces en etanol durante 3 minutos (Vibra-Cell™, Sonics & Materials INC., Suiza) y se
secaron durante 30 minutos a 37°C. A continuacion, los implantes endoluminales se sumergieron una vez en 5
mg/ml de pCK-HGF-X7 durante 5 minutos y se secaron durante 30 minutos a 37°C.

b. Produccién de implante endoluminal de SS, liberador de pCK-HGF-X7 con una base de polimero

Para elaborar implantes endoluminales SS con una base de polimero, los implantes endoluminales se sumergieron
una vez en 5 mg/ml de polimero de fosforilcolina (PC) (CM5208, Vertellus Specilities INC., Reino Unido) en etanol. A
continuacion, los implantes endoluminales SS con una base de polimero PC se sumergieron una vez en 5 mg/ml de
pCK-HGF-X7 durante 5 minutos y se secaron durante 20 minutos a 37°C.

(3) Cuantificacion de pCK-HGF-X7 liberado del implante endoluminal de SS

Con el fin de analizar la cantidad de pCK-HGF-X7 que habia sido cargado en los implantes endoluminales SS, se
selecciono el volumen grande de disolucion retirado y repuesto (0,8 ml de 1 ml) para cuantificar la liberacion de pCK-
HGF-X7 de una manera rapida y eficaz. Los implantes endoluminales SS recubiertos con pCK-HGF-X7 se
sumergieron individualmente en criotubos que contenian 1 ml de disolucion salina normal. Los tubos que contenian
los implantes endoluminales se colocaron sobre una mezcladora de rodillos (HIP-RMF40, Hyunil LAB-MATE, Corea)
durante 60 minutos en condiciones de 40 rotaciones por minuto. Los productos eluidos de pCK-HGF-X7 se
recogieron en el plazo de 1, 5, 10, 20 y 40 minutos. En cada momento puntual, se retiraron 0,8 ml de la disolucion
para el analisis UV y se afadieron de nuevo 0,8 ml de disolucién salina normal de nueva aportacion al criotubo para
mantener el volumen total de la disolucién. A continuacion, el criotubo se colocé en la mezcladora de rodillos para
continuar el experimento. La concentracion de los productos eluidos de pCK-HGF-X7 retirados obtenidos a partir de
cada momento puntual se midié a 260 nm utilizando Ultraspec 3000 (Amersham Pharmacia Biotech., Suecia). Como
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control negativo, también se sometié a ensayo el implante endoluminal de SS sin pCK-HGF-X7 utilizando el método
de cuantificacion anterior.

2. Resultados

Los resultados se proporcionan en las Tablas 1 y 2. Casi 78 yg de pCK-HGF-X7 se liberaron del implante
endoluminal de SS no basado en polimero a un (1) minuto y se liberaron 115 ug del mismo a los 40 minutos.
Asimismo, se liberaron casi 43 ug de pCK-HGF-X7 del implante endoluminal de SS con una base de polimero a los
60 minutos. Estos resultados indican que el plasmido puede aplicarse como recubrimiento sobre implantes
endoluminales SS tanto no basados en polimero como con una base de polimero, y que el plasmido aplicado como
recubrimiento se puede liberar del implante endoluminal de SS. Por lo tanto, se concluyé que el implante
endoluminal de SS liberador de plasmido se habia producido satisfactoriamente.

Tabla 1: Cuantificacién de pCK-HGF-X7 liberado del implante endoluminal de SS no basado en polimero

Tiempo de
Extraccion (Min)

pCK-HGF-X7 cumulativo extraido

Control Negativo Implante endoluminal de SS no basado en

polimero

pg de pCK-HGF-X7 Recuperacion pg de pCK-HGF-X7 Recuperacion

Relativa (%) Relativa (%)
1 0,53+0,14 0 77,98 £ 29,29 67,88
5 0,87 £ 0,03 108,97 + 13,20 94,86
10 1,41+0,18 0 112,48 £ 14,23 97,92
20 1,55+ 0,11 0 114,15 £ 13,76 99,38
40 1,83 10,24 0 114,87 £ 13,84 100,00

Tabla 2: Cuantificacién de pCK-HGF-X7 liberado implante endoluminal de SS con una base de polimero

Tiempo de
Extraccion (Min)

pCK-HGF-X7 cumulativo extraido

Control Negativo Implante endoluminal de SS con una base de

polimero

pg de pCK-HGF-X7 Recuperacion pg de pCK-HGF-X7 Recuperacion

Relativa (%) Relativa (%)
10 1,85 1+ 0,07 0 39,74 £ 9,27 84,45
20 1,37 £ 0,03 0 41,64 £ 9,14 88,49
30 1,35+ 0,00 0 43,35+9,12 92,12
40 1,41 £ 0,07 0 44,55 + 9,03 94,69
50 1,00 £ 0,08 0 45,82 + 8,89 97,37
60 0,96 + 0,05 0 47,05+ 9,02 100,00

B. Produccién de implante endoluminal de cobalto-cromo liberador de plasmido

1. Materiales y Métodos

(1) Implante endoluminal de Cobalto-Cromo

Los implantes endoluminales de Cobalto-Cromo (implante endoluminal Co-Cr, ARTHOSPico, 2,75 mm x 12 mm)
fueron adquiridos de AMG International (Alemania).
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(2) Produccion de implante endoluminal de Co-Cr liberador de pCK-HGF-X7
a. Produccion de implante endoluminal de Co-Cr liberador de pCK-HGF-X7 no basado en polimero,

Para lavar la superficie de los puntales del implante endoluminal de SS, los implantes endoluminales se sometieron
a sonicacion tres veces en etanol durante 3 minutos y se secaron durante 30 minutos a 37°C. A continuacion, los
implantes endoluminales se sumergieron una vez en 5 mg/ml de pCK-HGF-X7 durante 5 minutos y se secaron
durante 30 minutos a 37°C.

b. Produccién de implante endoluminal de Co-Cr liberador de pCK-HGF-X7 con una base de polimero.

Para elaborar los implantes endoluminales de Co-Cr con una base de polimero los implantes endoluminales se
sumergieron una vez en 5 mg/ml de polimero de fosforilcolina (PC) (CM5208, Vertellus Specilities INC., Reino Unido)
en etanol. A continuacion, los implantes endoluminales de Co-Cr con una base de polimeros de PC se sumergieron
tres veces en 5 mg/ml de pCK-HGF-X7 durante 5 minutos y se secaron durante 10 minutos a 37°C.

(3) Cuantificacion de pCK-HGF-X7 liberado del implante endoluminal de Co-Cr

Con el fin de analizar la cantidad de pCK-HGF-X7 que se habia cargado en los implantes endoluminales de Co-Cr,
se selecciond el volumen grande de disolucién retirado y repuesto (0,8 ml de 1 ml) para cuantificar la eluciéon de
pCK-HGF-X7 de una manera rapida y eficaz.

Los implantes endoluminales de Co-Cr recubiertos con pCK-HGF-X7 se afiadieron individualmente a criotubos que
contenian 1 ml de solucién salina normal. Los tubos se colocaron sobre una mezcladora de rodillos (HIP-RMF40,
Hyunil LAB-MATE, Corea) durante 60 minutos en condiciones de 40 rotaciones por minuto. Los productos liberados
de pCK-HGF-X7 se recogieron a los 10, 20, 30, 40, 50 y 60 minutos. En cada momento puntual, se retiraron 0,8 ml
de la disolucion para el analisis UV y se afiadieron de nuevo 0,8 ml de solucién salina normal de nueva aportacion al
criotubo para mantener el volumen total de la disolucién. A continuacion, el criotubo se colocé en la mezcladora de
rodillos para continuar el experimento. La concentracion de los productos liberados de pCK-HGF-X7 retirados
obtenidos de cada momento puntual se midieron a 260 nm utilizando Ultraspec 3000. Como control negativo,
también se sometid6 a ensayo el implante endoluminal de Co-Cr sin pCK-HGF-X7 utilizando el método de
cuantificacion anterior.

2. Resultados y Discusion

Los resultados se muestran en las Tablas 3 y 4. Casi 60 ug y 85 ug de pCK-HGF-X7 se liberaron en un (1) minuto y
20 minutos del implante endoluminal de Co-Cr no basado en polimero, respectivamente. Asimismo, se liberaron casi
43 ug de pCK-HGF-X7 del implante endoluminal de Co-Cr con una base de polimero a los 60 minutos. Estos
resultados indican que el plasmido puede ser aplicado como recubrimiento sobre implantes endoluminales de Co-Cr
tanto no basados en polimero como con una base de polimero, y que el plasmido aplicado como recubrimiento se
puede liberar del implante endoluminal de Co-Cr aunque la cantidad de plasmido liberado del implante endoluminal
de Co-Cr es menor que la del implante endoluminal de SS. Por lo tanto, se concluyé que el implante endoluminal de
Co-Cr liberador de plasmido se habia producido satisfactoriamente.

Tabla 3: Cuantificacién de pCK-HGF-X7 liberado del implante endoluminal de Co-Cr no basado en polimero

pCK-HGF-X7 cumulativo extraido
Tiempo de Control Negativo Implante endolumlnglli?neeg)o-Cr no basado en
Extraccion (Min) P
pg de pCK-HGF-X7 Recuperacion pg de pCK-HGF-X7 Recuperacion
Relativa (%) Relativa (%)
1 0,53+0,14 0 60,20 £ 11,18 70,48
5 0,87 £ 0,03 0 80,52 +4,13 94,28
10 1,41+£0,18 0 83,52 +4,10 97,79
20 1,55+ 0,11 0 84,77 + 3,99 99,25
40 1,83+ 0,24 0 85,41 + 4,11 100,00
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Tabla 4: Cuantificacién de pCK-HGF-X7 liberado implante endoluminal de Co-Cr con una base de polimero

Tiempo de pCK-HGF-X7 cumulativo extraido
Extraccion Implante endoluminal de Co-Cr con una base de polimero
(Min) pg de pCK-HGF-X7
60 21,9 £ 0,00

Ejemplo 8: Evaluacion de la eficacia del implante endoluminal liberador de HGF-X7 en un modelo de
denudacion con balén en conejo

El objetivo de este estudio fue evaluar la aceleracion de la reendotelizacion por implante endoluminal liberador de
HGF-X7 en un modelo de denudacion con baldn en conejo.

1. Materiales y Métodos
(1) Animales

Se proporcionaron comida y agua ad libitum a diez conejos blancos New Zealand (macho, 3,5 a 4,0 Kg, Doo-Yeol
Biotech, Corea) a su llegada, y se establecieron 7 dias de descanso antes de ser sometidos a la implantacion del
implante endoluminal.

(2) Modelo de denudacioén con balén en conejo e implantacion del implante endoluminal

Los conejos se anestesiaron con una inyeccion intramuscular de xilazina (5 mg/kg) seguido de cetamina (50 mg/kg).
Después de la esterilizacion con alcohol del 95% y yodo, el cuello se cubrié con un pafio quirdrgico estéril y solo se
expuso la zona de incision, proporcionando de ese modo una condiciones completamente estériles para la cirugia.
Tras la exposicion quirdrgica de la arteria carétida externa, se hizo avanzar en la arteria carétida externa una vaina
de introductor 5F (Cordis, EE.UU.). Se hizo avanzar un microcatéter 2.8F hacia la porcion proximal de la arteria iliaca
externa después de la insercion de un cable de guia 1.4F (Terumo, Japdn) en la arteria femoral utilizando métodos
de fluoroscopia convencionales. Se administraron 1000 U de heparina y 0,1 mg de nitroglicerina.

La denudacion con balén de la arteria iliaca externa se realizd como sigue: Se insert6 un catéter de balén de 2,5 x 8
mm (GoodMan, Japén) en la arteria iliaca externa a través del cable guia seguido de la eliminaciéon del microcatéter
del conejo. Después de la inflacion del catéter de balén (10 atm), se denudé el endotelio de la arteria iliaca externa a
una distancia de aproximadamente 1,0 cm mediante extraccion sucesiva 10 veces. El catéter de balén para la
denudacion iliaca se retir6 del conejo y un nuevo catéter de balén montado con un implante endoluminal de SS
liberador de pCK-HGF-X7-SS (PES) o un implante endoluminal de metal desnudo (BMS) se hizo avanzar en la
arteria iliaca externa que se habia denudado. La implantacion del implante endoluminal se realizé durante 15
segundos a 12 atm de inflacion del balén. EI PES (n = 10) y el BMS (n = 10) se implantaron bilateralmente.

(3) Analisis de tomografia de coherencia éptica (TCO)

Para el analisis de tomografia de coherencia o6ptica (TCO), se hizo avanzar el catéter de balén de oclusion Helios
(LightLab, EE.UU.) en la porcién proximal de la arteria iliaca externa a través del cable de guia, que a continuacion
se retird del conejo. Después se coloco el cable de imagen de TCO (LightLab, EE.UU.) a una distancia de 1,5 cm del
borde distal del implante endoluminal implantado. Las imagenes de la TCO se adquirieron utilizando 10 ml de lavado
con disolucion salina normal. Después de la eliminacion de todos los dispositivos de conejo, la arteria carotida
externa se ligé con sutura de seda 3-0. A continuacion, la incision se comprob6 para determinar la presencia de
hemorragia. Después de controlar el sangrado, se suturaron el musculo en el que se habia realizado la incision, la
fascia y la piel. Se administré por via intramuscular gentamicina (3 mg/kg/dia) durante tres dias para prevenir la
infeccion. Asimismo, se administraron cada dia 32,5 mg de clopidogrel (Sanofi-Aventis, Francia) y 25 mg de aspirina
(Bayer, Alemania).

(4) Microscopia de barrido electronico (MBE)

Los Dias 14 y 28 después de la implantacion del implante endoluminal, los animales se sacrificaron y los vasos se
recogieron y se fijaron con una disolucion de glutaraldehido al 2,5% durante 2 horas. Los vasos fijados se lavaron
tres veces con solucioén salina tamponada con fosfato (PBS) y la post-fijacion se realizé con una disolucion de OsOg4
al 1%. Los vasos postfijados se lavaron tres veces con PBS y los procedimientos de deshidratacion se realizaron
sucesivamente con alcohol etilico del 60 al 95%. Finalmente, se realizé el recubrimiento con oro sobre los vasos
deshidratados.
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(5) Estadisticas

Los resultados se presentaron como la media + ETM y se analizaron utilizando SPSS (versién 10.0, SPSS Inc.,
Chicago, IL, EE.UU.). El analisis estadistico de los datos se llevd a cabo utilizando la prueba t de Student. Un valor
de P inferior a 0,05 se considero significativo.

2. Resultados y Discusion

Para evaluar si el implante endoluminal liberador de pCK-HGF-X7 podria acelerar el proceso de reendotelizacion, se
examinaron los cambios de dimensién de la intima y la naturaleza de las células que cubrian el implante endoluminal
mediante TCO y MBE, respectivamente. Las imagenes de la TCO se obtuvieron los Dias 0, 14, y 28 después de la
implantacion del implante endoluminal.

Se obtuvieron nueve imagenes en seccion transversal de cada implante endoluminal. Los datos de referencia y de
seguimiento de la TCO se muestran en la Figura 14. Los resultados después de la intervencion fueron similares en
ambos grupos (Figura 14A; Dia 0). Sin embargo, el area de la seccion transversal de la dimensién de la intima (ID-
CSA, mm“) del grupo PES el dia 14 después de la implantacion del implante endoluminal se amplio
significativamente en comparacioén con la del grupo BMS (Figura 14B; PES vs BMS, 0,23 + 0,05 mm? vs 0,48 £ 0,09
mm?, p = 0,03). El Dia 28 después de la implantacion del implante endoluminal, las ID-CSA entre los dos grupos
fueron similares (Figura 14B; PES vs BMS, 0,91 + 0,08 mm? vs 0,98 + 0,09 mmz, p =0,76).

Estos resultados muestran que el implante endoluminal liberador de pCK-HGF-X7 potencié el crecimiento de las
células sobre la superficie del implante endoluminal en comparacion con un implante endoluminal de metal desnudo.

A continuacién, se determind el tipo de células que proliferaron sobre el implante endoluminal mediante andlisis de
MBE. ElI MBE se realizd los Dias 14 y 28. La Figura 15 muestra que las células endoteliales (véase la flecha de color
negro) cubrian uniformemente la superficie del implante endoluminal en el grupo de PES mientras se observé una
neointima mixta compuesta de células musculares lisas (véase la flecha de color blanco) y células endoteliales en el
grupo de BMS.

Estos resultados demuestran que el implante endoluminal liberador de pCK-HGF-X7 puede acelerar la
reendotelizacion y por lo tanto ser una herramienta util para el tratamiento de un vaso sanguineo oscurecido.

Los resultados anteriores demuestran que la presencia de las 2 isoformas de HGF (HGF y dHGF) puede inducir mas
eficazmente el crecimiento y la migracion de las células endoteliales in vitro que la de HGF o dHGF solas y que la
transferencia de secuencias de nucleétidos que expresan las 2 isoformas de HGF (HGF y dHGF) in vivo puede
acelerar el proceso reendotelizacion de un vaso sanguineo. Estos resultados indican que las 2 isoformas de HGF
pueden atenuar la reestenosis mas eficazmente a través de una rapida actividad de reendotelizaciéon que una sola
isoforma de HGF.
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caattaaaac
aatgcatcca
TLCcCcatgtca
tcaagtgcaa
ggtgttttac
atatgtcaca
cccaaacaag

gtcatatctt

tgtttttgat
agrgaaaaaa
ctgcatcatt
caaatgtcag
tcggggtaaa
ctggtotttc
agaagttgaa
atcaggcaag
tgaaagatat
gaggceatgg
atgcgctgac
aggtcaagga
gcgttgggat
ggacctacga
cactgatcca
tggacaagat
atctggacta

ctgggaacca

ggacaaagga
atcaaaatag
gttaatagat
aaagcaagaa
gaatttggcec
ggtaaaggac
ccctgpaget
gacctacagy
acaagcaatc
tgcatgacct
arttgtcagce
cccgacaagy
tgctatactc
aatactatga
gaaggctaca
tctcagtatc
gaaaattact
aacatccgag
tgttatcgtg
acatgttcaa

gatgcaagta

32

atgtectect
aaagaagaaa
atccagcact
gtactaggaa
aacaatgcct
atgaatttga
gcagctacaa
ccatgatacc
aaaactactg
cagaogtacg
gcaatgggga
gctgggatca
gctttgatga
ttgaccctca
atgatactga
ggggcactgt
ctcacgagca
gccgaaatce
ttggctactg
ggaatggcaa
tgtgggacaa
agctgaatga

gcatctecte
tacaattcat
gaagataaaa
taaaggactt
ctggttcece
cctctatgaa
gggaacagta
acacgadcac
tegaaatect
ctacgaagtc
gagttatcga
tcagacacca
taattattgc
cacccgctgn
tgttcctttyg
caataccatt
tgacatgact
agatgggrct
ctcccaaatt
aaattatatg
gaacatggaa

gaattactgc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320



cgaaatccag
tgggattatt
gaccatcccg
acacgaacaa
ggatcattga
ttgaaagatt
tgcaaacagg
ttaatgaagc
aattatggat
ggattgatca
aaatgcagcc
gctgaaaaga
caacataaaa
aatcgtcctg
ttaacatata
<210> 2
<211>
<212>
<213>
<400> 2

Tet Trp val

PRT
Homo

atgatgatgc
gcectatttce
taatatcttg
acataggatg
taaaggagag
atgaagcttg
ttctcaatgt
ttgccaggcc
gcacaattcc
actatgatgg
agcatcatcg
ttggatcagg
tgagaatggt
gtatttttgt

aggtaccaca

728

sapiens

Thr Lys
5

Leu

tcatggaccc
tcgttgtgaa
tgccaaaacg
gatggttagt
ttgggttctt
gcttggaatt
ttcccagetg
tgctgtectg
tgaaaagacc
cctattacga
agggaaggtg
accatgtgag
tcttggtgte
ccgagtagca

gtcatag

Leu Pro

Ala

ES 2537971 T3

tggtgctaca
ggtgatacca
aaacaattgc
ttgagataca
actgcacgac
catgatgtcc
gtatatggcc
gatgattttg
agttgcagtg
gtggéacatc
actctgaatg
ggggattatg
attgttcctg

tattatgcaa

Leu
10

Leu

cgggaaatcc
cacctacaat
gagttgtaaa
gaaataaaca
agtgtttccc
acggaagagg
ctgaaggatc
ttagtacgat
tttatggctg
tctatataat
agtctgaaat
gtggcccact
gtcgtggatg
aatggataca

Leu GIn

His

actcattcct
agtcaattta
tgggattcca
tatctgcgga
ttctcgagac
agatgagaaa
agatctggtt
tgatttacct
gggctacact
gggaaatgag
atgtgctggg
tgtttgtgag
tgccattecca

caaaattatt

val
15

Leu

Leu

Arg

Thr

Asn

65

Pro

Leu

Gly

His

Lys

Leu

50

Thr

Phe

Trp

His

Leu

Arg

35

Ile

Ala

Thr

pPhe

Glu

Leu

20

Arg

Lys

Asp

cys

Pro

100

Phe

Leu

Asn

Ile

Gln

Lys

Phe

Asp

Leu

Thr

Asp

Cys

70

Ala

Asn

Leu

Pro

Ile

Pro

55

Ala

Phe

ser

Tyr

Ile

His

40

Ala

Asn

val

Met

Glu

Ala

25

Glu

Leu

Arg

Phe

ser

105

Asn

Ile

Phe

Lys

cys

Asp

90

ser

Lys

Pro

Lys

Ile

Thr

75

Lys

Gly

Asp

33

Tyr
Lys
Lys
60

Arg
Ala
val

Tyr

Ala

Ser

45

Thr

Asn

Arg

Lys

Ile

Glu

30

Ala

Lys

Lys

Lys

Lys

110

Arg

Gly

LysS

Lys

Gly

Gln

95

Glu

Asn

Gln

Thr

val

Leu
80

Cys |

Phe

Cys

1380
1440
1500
1560

1620

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2187



Ile

Ser

145

Ser

Cys

AsSnh

val

His

225

His

Asp

Thr

Ala

Cys

305

Trp

His

Tyr

Asp

Met

Ile

130

Gly

Phe

Arg

Pro

Glu

210

Thr

Arg

ASn

Leu

290

Ile

Asn

ASp

cys

Pro

370

ser

115

Gly

Ile

Leu

ASn

Glu

195

Cys

Glu

His

Tyr

Asp

Asn

GIn

Gly

Met

Arg

Asn

His

Lys

Lys

Pro

Pro

180

val

Met

ser

Lys

60

%)

Pro

Thr

Gly

Ile

Thr

340

Asn

Ile

Gly

Gly

Cys

Ser

165

Arg

Arg

Thr

Gly

Phe

245

Arg

His

Met

Gin

Pro

325

Pro

Pro

Arg

Gln

Arg

6in

150

Sear

Gly

Tyr

Cys

Asn

Thr

Asn

Gly

310

Cys

Glu

ASp

val

Asp

Ser

135

Pro

Tyr

Gilu

Glu

Asn

215

Ile

Pro

Pro

Arg

ASp

Glu

Gln

Asn

Gly

Gly

Cys

ES 2537971 T3

120

Tyr

Trp

Arg

GTu

val

200

Gly

Cys

Glu

Asp

Trp

280

Thr

Gly

Arg

Phe

Ser
360

Tyr

Tyr

Lys

ser

Gly

Gly

Cys

Glu

Gln

Arg

Trp
Lys
345
Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

Lys

170

Gly

ASp

Sar

Arg

Tyr

250

GIn

TYr

val

Arg

330

Cys

Ser

Ser

Gly

Thr

Met

155

ASD

Pro

Ile

TYF

235

Pro

Pro

Cys

Pro

Lys

Pro

GlIn

Asn

34

val

140

Ile

Leu

Trp

Pro

Arg

220

Asp

Asp

Alrg

Ala

Leu

300

Thr

Gln

ASD

Trp

Ile

380

Gly

125

ser

Pro

Gln

Cys

GlIn

205

Gly

His

Lys

Fro

Ile

285

Glu

val

Tyr

Leu

Cys

365

Pro

LYS

Ile

His

Glu

Phe

190

Cys

Leu

GIn

Gly

Trp

270

Lys

Thr

AsN

Pro

AsSn

Asn

Thr

Glu

AsSn

175

Thr

ser

Met

Thr

Phe

255

Cys

Thr

Thr

Thr

His

335

Glu

Thr

Cys

Tyr

Lys

His

160

Tyr

Ser

Glu

Asp

Pro

240

Asp

Tyr

Cys

Glu

ITe

320

Glu

Asn

Thr

Asp

Met



385

Gly Asn Leu

Lys

Ser

Gly

Pro

465

Asp

Asn

val

Glu

545

Cys

Ser

Phe

Lys

TYr

625

LYS

Ile

ASN

Lys

Pro

450

Ile

His

Gly

Arg

Leu

530

Ala

Lys

Asp

val

Thr

610

ASp

Cys

cys

Met

Leu

435

Trp

ser

Pro

Ile

Ash

515

Thr

Trp

Gln

Leu

ser

595

Ser

Gly

ser

Ala

ser
Glu
420
Asn
Cys
Arg
val
Pro
500
Lys
Ala
Leu
val
val
580
Thr
Cys
Leu

Gin

Gly

Gln
405
Asp
Glu
Tyr
Cys
Ile
485
Thr
His
Arg
Gly
Leu
565
Leu
Ile
Ser
Leu
His
645

Ala

330

Thr

Leu

Asn

Thr

Glu

470

ser

Arg

Ile

GIn

Ile

550

Asn

Met

Asp

val

Arg

630

His

Glu

Arg

His

Tyr

Gly

Gly

Cys

Thr

Cys

Cys

535

His

val

Lys

Leu

Tyr

615

vatl

Arg

LYS

ES 2537971 T3

Ser

Arg

Cys

Asn

Asp

Ala

ASn

ASp

Ser

Leu

Pro

600

Gly

Ala

Gly

Ile

Gly

His

425

Arg

Pro

Thr

Lys

Ile

509

Gly

Pro

val

Gln

Ala

585

Asn

Trp

His

LyS

Gly

Leu

410

Ile

Asn

Leu

Thr

Thr

490

Gly

Ser

Ser

His

Leu

570

Arg

Tyr

Gly

Leu

val

650

ser

395

Thr
Phe
Pro
Ile
Pro
475
Lys
Trp
Leu
Arg
Gly
val
Pro
Gly
Tyr
i
Thr

Gly

35

Cys

Trp

Asp

Pro

460

Thr

GlIn

Met

Ile

Asp

540

Arg

Tyr

Ala

Cys

Thr

620

Ile

Leu

Pro

ser

Glu

445

Trp

Ile

Leu

val

Leu

Gly

Gly

val

Thr

605

Gly

Met

Asn

Cys

Met

Pro

430

ASD

Asp

val

Arg

Sear

510

Glu

Lys

Asp

Pro

Leu

590

Ile

Leu

Gly

Glu

Glu

Trp

415

Asp

Ala

Tyr

Asn

val

495

Leu

Ser

Asp

Glu

Glu

375

Asp

Pro

Ile

Asn

ser

655

Gly

400

Asp

Ala

His

Cys

Leu

480

val -

Arg

Trp

Tyr

Asp

Glu

Asn

Glu

640

Glu

Asp



Tyr Gly

Gly val

Gly
675

Ile

690

Ile phe
705

Leu Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400

Met Trp
1

Leu His
Arg Lys

Thr Leu
50

Asn Thr
65

Pro Phe
Leu Trp
Gly His

ITle Tle
130

ser Gly
145

ser Tyr

val

Tyr

3
723
PRT
Homo

3

val

Leu

Arg

35

ITe

ala

Thr

Phe

Glu

115

Gly

TIle

Arg

660

Pro

val

Arg

Lys

Leu

Pro

val

val
7258

sapiens

Thr

Leu

20

Arg

Lys

Asp

Cys

Pro

100

Phe

Lys

Lys

Gly

Lys
5

Leu
AsSn
Ile

Gln

Asp
Gly
cys

LysS

val
Gly
Ala
710

Pro

Leu
Leu
Thr
Asp
55
ala
Asn
Leu
Arg
GIn

150

Asp

Cys

Arg

Tyr

Gln

Leu

Pro

Ile

Pro

35

Ala

Phe

sSer

Tyr

Ser

135

Pro

Leu

ES 2537971 T3

Glu
680
Gly

TYr

Ser

Pro

Ile

His

40

Ala

Asn

val

Met

Glu

120

Tyr

Trp

Gln

665

GIn His Lys
Cys Ala Ile

Ala Lys Trg
71

Ala Leu Leu
10

Ala Ile Pro
Glu Phe Lys
Leu Lys Ile

Arg Cys Thr
75

Phe Asp Lys
90

ser Ser Gly
105

ASn Lys Asp
Lys Gly Thr
Ser Ser Met

155

Glu Asp Tyr
170

36

Met
Pro

700

Ile

Leu

Tyr

LysS

Arg

Ala

val

Tyr

val

140

Ile

Cys

Arg

Asn

His

Gln

Ala

sSer

45

Thr

Asn

Arg

Lys

Ile

125

ser

Pro

Arg

670

Met

Arg

Lys

His

Glu

i0

Ala

Lys

Lys

LYS

Lys

110

Arg

Ile

His

AsSn

val

Pro

Ile

val

15

Gly

LyS

LysS

Gly

Gln

95

Glu

Asn

Thr

Glu

Pro
175

Leu

Gly

Ile
720

Leu

Gln

Thr

val

Leu

80

Cys

Phe

Cys

Lys

His

180

Arg



Gly

Tyr

Cys

Asn

Thr

Asn

Cys

Glu

Asp

val

385

Thr

Leu

Asn

Glu

Glu

AsSn

210

Ile

Pro

Pro

Arg

ASp

290

Giu

GIn

Asn

Gly

Arg

His

Tyr

Glu

val

195

Gly

Cys

Glu

Asp

Trp

275

Thr

Gly

Arg

Phe

Ser

355

Tyr

Tyr

ser

Arg

Cys

Gly
Cys
Glu
Gln
Arg
565
Glu
A.sp
Tyr
Trp
340
Glu
Cys
Arg
Gly
His
420

Arg

Gly

Asp

Ser

Arg

TYyr

245

aln

Tyr

val

Arg

Asp

Cys

Ser

ser

Gly

Leu

405

Ie

ASn

Pro

Ile

Tyr

Trp

Pro

Pro

Cys

Pro

Gly

310

Ser

Lys

Pro

Gln

Asn

390

Thr

Phe

Pro

Trp

Pro

Arg

Asp

ASp

Arg

Ala

Leu

295

Thr

GlIn

Asp

Trp

Ile

Gly

Cys

Trp

Asp

ES 2537971 T3

Cys

Glin

200

Gly

His

LysS

Fro

Ile

280

Glu

val

Tyr

Leu

Cys

360

Pro

LysS

Ser

Glu

Phe
185
Cys
Leu
Gln
Gly
Trp
265
Lys
Thr

AsSn

Pro

Asn
Asn
Met
Pro

425

ASp

Thr
Ser
Met
Thr
Phe
250
Cys
Thr
Thr
Thr
His
330
Glu
Thr
cys
Tyr
Trp
410
ASp

Ala

ser

Glu

ASp

Pro

235

ASp

Tyr

Cys

Glu

Ile

315

Glu

ASn

Thr

ASp

Met

395

Asp

Ala

His

37

Asn

val

His

220

AsSp

Thr

Ala

Cys

300

Trp

His

Tyr

Asp

Met

380

Gly

Lys

Ser

Gly

Pro
Glu
205
Thr
Arg
Asn
Leu
ASD
Ile
Asn
Asp
Cys
Pro
365
Ser
Asn
As.n
Lys

Pro
445

Glu
190
Cys
Glu
His
Tyr
270
Asn
Gln
Gly
Met
AT

35

Asn
His
Leu
mMet
Leu

430

Trp

val

Met

Ser

Lys

Cys

Pro

Thr

Gly

Ile

Thr

335

AsSn

Ile

Gly

Ser

Glu

415

Asn

Cys

Arg

Thr

Gly

Phe

240

Arg

His

Met

Gln

Pro

320

Pro

Fro

Arg

GlIn

Gin

400

Asp

Glu

Tyr



Ther
Glu
465
ser
Arg
Ile
Gln
Ie
545
Asn
Met
Asp
val
Ar

62

His
Glu
val

Gly

Ala
705

Gly

430

Gly

Cys

Thr

Cys

Ccys

530

His

val

LyS

Leu

Tyr

610

val

Arg

Lys

Cys

Ar

63

Tyr

Asit

Asp

Ala

AsN

Gly

Phe

Asp

ser

Leu

Pro

595

Gly

Ala

Gly

Ile

Glu

675

Gly

Tyr

Pro

Thr

Lys

Ile

500

Gly

Pro

val

Glin

Ala

580

Asn

Trp

His

LyS

Cys

Ala

Leu

Thr

Gly

Ser

ser

His

Leu

565

Arg

Tyr

Gly

Leu

val

645

Ser

His

Ala

Lys

Ile

Pro

470

Lys

Trp

Leu

Arg

Pro

Gly

Tyr

Tyr

630

Thr

Gly

Lys

Ite

710

ES 2537971 T3

Pro Trp Asp Tyr Cys

455

Thr

Gln

Met

Ile

ASp

Arg

Tvyr

Ala

Cys

Thr

615

Ile

Leu

Pro

Met

Pro

695

Ile

Ile

Leu

val

520

Leu

Gly

Gly

val

Thr

600

Gly

Met

Asn

Cys

His

val

Arg

Ser

505

Glu

Lys

Asp

Pro

Leu

583

1le

Leu

Gly

Glu

Glu

665

Met

Arg

Lys

Asn
val
490
Leu
5er
Asp
Glu
Glu
870
Asp
Fro
Ile
Asn
ser
650
Gly
val

Pra

ITe

38

Lett

475

val

Arg

Trp

Tyr

Lys

Gly

Asp

Glu

Asn

ASp

Leu

Gly

Ile
715

Pro

460

Asp

Asn

Tyr

val

Glu

340

Cys

5er

Phe

Lys

Tyr

620

Lys

Ile

Tyr

Gly

Ile

700

Leu

Ile

His

Gly

Arg

Leu

525

Lys

Asp

val

Thr

605

Asp

Cys

Cys

Gly

val

685

Phe

Thr

Ser

Pro

Ile

Asn

510

Thr

Trp

GIn

Leu

Ser

590

Ser

Gly

ser

Ala

val

Tyr

Arg

val

Pro

495

Lys

Ala

Leu

val

val
575

Thr

Cys

Leu

Gln

val

Arg

LYS

Cys

Ile

480

Thr

His

Arg

Gly

Leu

560

Leu

Ile

sar

Leu

His

640

ATa

Leu

Pro

val

val
720



Pro

Gln Ser

210> 4
<21l> 207
<212> PRT

<213>

Homo

<400> 4

Met
1
Leu
Arg
Thr
ASN
65
Pro
Leu
Gly
Ile
Ser
145
ser

Cys

Asn

Trp val

His Leu

Lys Arg
35

Leu Ile
50

Thr Ala

Phe Thr

Trp Phe

His Glu

115
Ile Gly
130
Gly Ile
Phe Leu

Arg Asn

Pro Glu
195

<210> 5
<211> 290
«212> PRT

<213>

HOMmMo

sapiens

Thr

Leu

20

Arg

Lys

Asp

Cys

Pro

100

Phe

Lys

Lys

Pro

Pro

180

val

Lys
5

Leu
Asn
Ile

Gln

ASp
Gly
cys
Ser
165

Arg

Arg

sapiens

Leu

Leu

Thr

Asp

Asn

Leu

Arg

Gin

150

sSer

Gly

Tyr

Leti

Pro

Ile

Pro

55

aAla

Phe

Ser

Tyr

s5ar

135

Pro

Tyr

Glu

Glu

ES 2537971 T3

Pro

Ile

His

40

Ala

AsSh

val

Met

Glu

120

TvYr

Trp

Arg

Glu

val
200

Ala

Ala

25

Glu

Leu

Arg

Phe

Ser

105

Asn

Lys

Ser

Gly

Leu

10

Ile

Phe

Lys

Cys

ASp

S0

Ser

LYS

Gly

Ser

LYyS

170

Gly

ASp

39

Leuy
Pro
Lys
Ile
Thr
75

Lys
Gly
AsSp
Thr
met
15%
ASp

Pro

Ile

Leu

Tyr

Lys

Lys

60

Arg

Ala

val

Tyr

val

140

Ile

Leu

Trp

Pro

Gin

Ala

Ser

45

Thr

Asn

Arg

Lys

Ile

125

sar

Pro

GlIn

Cys

Gin
205

His
Glu
30

Ala
LySs
LYS
LYS
Lys
110
Arg
Ile
His
Glu
Phe

190

Cys

val

15

Gly

LyS

LysS

Gly

Gin

95

Glu

Asn

Thr

Glu

Asn

175

Thr

Ser

Leu

Gln

Thr

val

Leu

80

Cys

Phe

Cys

Lys

His

160

Tyr

ser



<400>

Tet Trp val

Leu

Arg

Thr

Asn

65

Pro

Leu

Gly

Ile

Ser

145

Ser

Cys

AsSn

val

His

His

ASp

His

Lys

Leu

50

Thr

Phe

Trp

Hi's

Ile

130

Gly

Phe

Arg

Pro

Glu

210

Thr

Arg

Asn

Leu

Arg

35

Ile

Ala

Thr

Phe

Glu

115

Gly

Ile

lLey

Asn

Glu

195

Cys

Glu

His

Tyr

Thr

Leu

20

Arg

Lys

Asp

Cys

Pro

100

Phe

Lys

Lys

Pro

Pro

180

val

Met

Ser

Lys

Cys

Lys
5

Leu
AsSn
ITe

GIn

ASD
Gly
Cys
ser
165
Arg
Arg
Thr
Gly
Phe

245

Arg

Leu

Leu

Thr

Asp

Cys

Ala

Asn

Leu

Arg

Gln

150

ser

Gly

Tyr

cys

Lys

Leu

ASN

Leu

Pro

Ile

Pro

55

Ala

Phe

ser

Tyr

ser

135

Pro

Tyr

Glu

Glu

Asn

215

Ile

Pro

Pro
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Pro

Ile

His

40

Ala

ASN

val

Met

Glu

120

Tyr

Trp

ATg

Glu

val

200

Gly

Cys

Glu

Asp

Ala

Ala

25

Glu

Leu

Arg

Phe

Ser

105

Ash

Lys

Ser

Gly

Gly

cys

Glu

Gln

Arg Ty

Gly

Leu

10

Ile

Phe

Lys

Cys

ASp

90

ser

Lys

Gly

Ser

Asp

ser

Arg

40

Leu

Pro

Lys

Ile

Thr

75

Lys

Gly

Asp

Thr

Met

155

ASp

Pro

Ile

Tyr

Trp

235

Pro

Pro

Leu

Tyr

Lys

Arg

Ala

val

TYr

val

140

Ile

Leu

Trp

Pro

Arg

220

ASD

Asp

Arg

GIn

Ala

ser

45

Thr

Asn

Arg

Lys

Ile

S5er

Pro

Gln

Cys

Gin

205

Gly

His

Lys

Pro

His

Glu

30

Ala

Lys

Lys

Lys

110

Arg

Ile

His

Glu

Phe

190

Cys

Leu

Gln

Gly

Trp

val

15

Gly

Lys

Lys

Gly

Gln

95

Glu

ASn

Thr

Glu

Asn

175

Thr

ser

Met

Thr

Phe

255

Cys

l.eu

Gln

Thr

val

Leu

80

Cys

Phe

Cys

Lys

His

160

Tyr

ser

ASp
Pro
240

ASD

Tyr



Thr Leu AsSp

Glu

Thr
290

<210>
<211>
<212>
<?213>

<400>
?et Trp val

Leu

Arg

Thr

Asn

65

Pro

Leu

Gly

Ile

ser

145

ser

Cys

Asn

His

Lys

Leu

50

Thr

Phe

Trp

His

Ile

130

Gly

Phe

Arg

Pro

275

6
470
PRT
Homo

6

Leu

Arg

35

Ile

Ala

Thr

Phe

Glu

115

Gly

Ile

Leu

Ash

Glu
195

260
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265

270

Pro His Thr Arg Trp Glu Tyr Cys Ala Ile Lys Thr Cys
280 285

sapiens

Thr

Leu

20

Arg

Lys

Asp

cys

Pro

100

Phe

Lys

LysS

Pro

Pro

180

val

Lys
5

Leu
Asn

Ile

Lys
85

Phe
AsSp
Gly
Cys
ser
165

Arg

Arg

Leu

Leuy

Thr

Asp

Cys

Ala

A;n

Leu

Arg

GIn

150

Ser

Gly

Tyr

Leu Pro

Pro Ile

Ile His
40

Pro Ala
55

Ala Asn

Phe val

Ser Met

Tyr Glu

120
Ser Tyr
135
Pro Trp
Tyr Arg

Glu Glu

Glu val
200

Ala

Ala

25

Glu

Leu

Arg

Phe

ser

105

Asn

Lys

ser

Gly

Gly

Cys

Leu

10

Ile

Phe

Lys

Cys

Asp

90

ser

Lys

Gly

ser

ASp

41

Leu
Pro
Lys
Ile
Thr
75

Lys
Gly
AsSp
Thr
Met
155
Asp

P1rQ

Ile

Leu

TYr

LYyS

Arg

Ala

val

TYr

val

140

Ile

Leu

Trp

Pro

Gin

Ala

Ser

45

Thr

Asn

Arg

Lys

Ile

125

s5er

Pro

Gln

Cys

GIn
205

His

Glu

30

Ala

LYS

Lys

Lys

LYyS

110

Arg

Ile

His

Glu

Phe

190

Cys

val

15

Gly

LYS

Lys

Gly

GlIn

935

Glu

Asn

Thr

Glu

Asn
175

Thr

Ser

Leu

Gln

Thr

val

Leu

80

Cys

Phe

Cys

Lys

His

160

Tyr

Ser

Glu



val
His
225
His
Asp
Thr
Ala
Cys
305
Trp
His
Tyr
AsSp
Met
385
Gly
LysS
saer-

Gly

Pro
465

<210>
<211>
<212>
<213>

Glu

210

Thr

Arg

Asn

Lel

Asp

290

Ile

Ash

Asp

Cys

Pra

370

Ser

ASN

Asn

Lys

Pro

450

Ile

Cys

Glu

His

Tyr

Asp

275

Asn

Gln

Gly

Met

Arag

355

Asn

His

Leu

Met

Leu

435

Trp

Ser

7

7113
ADN

Met

Ser

Lys

Cys

260

Pro

Thr

Gly

Ile

Thr

340

Asn

Ile

Gly

Ser

Glu

420

Asn

Cys

Arg

Thr
Gly
Phe
245
Arg
His
Met
GIn
Pro
325
Pro
Pro
Arg
Gln
Gln
405
ASp
Glu

Tyr

Cys

Cys

Lys

230

Leu

Asn

Thr

Asn

Gly

310

Cys

Glu

ASp

val

Asp

390

Thr

Leu

Asn

Thr

Glu
479

Asn

215

Ile

Pro

Pro

Arg

GlIn

Asn

Gly

Gly

Cys

Arg

His

Tyr

ES 2537971 T3

Gly

cys

Glu

Asp

280

Thr

Gly

Arg

Phe

ser

360

Tyr

Tyr

ser

Arg

Cys

440

Asn

Glu

GlIn

Arg

Gly

Glu

Asp

TYr

Trp

Lys

345

Glu

Cys

Arg

Gly

His

Arg

Pro

ser

Arg

Tyr

250

GIn

Tyr

val

Arg

Asp

330

Cys

ser

Sel"

Gly

Leu

410

Ile

Asn

Leu

Factor hibrido de crecimiento de hepatocitos

Tyr

Trp

235

Pro

Pro

Cys

Pro

Lys

Pro

Gin

Asn

395

Thr

Phe

Pro

Ile

42

Arg
220
Asp
Asp
Arg
Ala
Leu
300
Thr
Gin
Asp
Trp
Ile
380
Gly
Cys
Trp

Asp

Pro
460

Gly

His

Lys

Pro

Ile

285

Glu

val

Tyr

LLeu

Cys

365

Pra

LysS

Ser

Glu

445

Trp

Leu

GlIn

Gly

Trp

270

Lys

Thr

Asn

Pro

Arg

. 350

Phe

Asn

Asn

Met

Pro

430

Asp

Asp

Met

Thr

Pha

255

Cys

Thr

Thr

Thr

His

Glu

Thr

Cys

Tyr

Asp

Ala

Tyr

Asp

Pro

240

Asp

Tyr

Cys

Glu

ITe

320

Glu

AsSn

Thr

Asp

Met

400

ASp

Ala

His

Cys



<400> 7
atgtgggtoa

ctgcteecea
gaattcaaaa
accaaaaaag
ccattcactt
ttcaatagca
aacaaagact
tetatcacta
aggtaagaac
Tcatattagt
tgtattacgg
tgttaataaa
tatttgtgaa
agtacggcac
tactgagggc
cacctgctge
cagaatctct
tgcagccaaa
tcteacctat
atttaaagat
ctgaggaaaa
acaattttat
gagggtttac
taatgagaac
.aagcataaaa
gaatataagc
cacatttggc
tgccttgttyg
Ttcttcatta
ctecacactg

agctgatcat

ccaaactcct
tcgeccatcec
aatcagcaaa
tgaatactgc
gcaaggcttt
tgtcaagtgy
acattagaaa
agagtggcat
agtatgaaga
ccttcagaat
caaggtrtat
atgtagccaa
ataataacgt
tgtgcagggg
tgagggrtct
aagcccttga
ggggagaata
tttgagaacc
cgcctaaaga
gagtaaacac
acatagatat
cagaaaccaa
tttaccatgt
cacacagcgg
acacttagta
ccagtcacca
cggtcagtag
aatccacttt
ggaaacagag
ggattaaacc

Ctctacaaca
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gccageectg
ctatgcagag
gactacccta
agaccaatgt
tgtttttgat
agtgaaaaaa
ctgcatcaty
Caaatgtcag
aaagagatoga
aattctacaa
atgaattcat
aacaatatct
aaacttrcgrt
gagaggttga
ttaaccttgg
cgaatcttac
gggcaccagt
actgctaaaa
ccaaattgga

aatatactta

‘ctaatactga

agtagtttaa
accttgctga
gtagttrtat
agttttcagt
tcactctata
aacccatget
ttattctatt
atgagttatt
tatgatcttg

tttcaataac

ctgetgcage
ggacaaagga
atcaaaatag
gctaatagat
aaagcaagaa
gaatttggcc
ggtaaaggac
ccctggagtt
agcctctgte
tCcCctaaaata
gactgatatt
taccttaatg
taaaaggatt
ttgtgaaaaa
tggatctcaa
ttagaagatg
attttttgag
gctcaagctt
taaatgtgtt
ggctegtcag
ctggagtatt
aacagctctce
gcactgtacc
tggttctatt
gtcatgcaca
acctgcgctt
gtgatttgrt
ccattttggg

gaccaacaca

gcctaattaa

agaaaacaac

43

atgtcctect
aaagaagaaa
atccagcact
gtactaggaa
aacaatgcct
atgaatttga
gcagctacaa
ccatgatacc
trttttacat
acttagccaa
tagcaaatga
cctcaattty
crrcttecty
tcagaggtag
cattggttgc

acaacacaga

ctcccaccat
cagattgacc
cattacgaca
actgagagtt
agtcaaggct
cccttattag
ttgttaatce-
ttacctacax
actaggaagt
ttaacaactt
tttgcagtgg
gacacaattc
gaaagaaaaa
cactagctag

aartttcaaa

gcatctcctc
tacaattcat
gaagataaaa
taaaggactt
ctggttcece
cctctatgaa
gggaacagta
acacgaacac
gttaacagtc
cttgctgaat
ttaattaata
tagatctecgg
tcttigagaa
atgagaatct
acattaaaat
acaattaaat
gattccaaag
agcttttcca
gatgggtact
ttaatcatca
tatttcacac
taatgcattg
catttacttg
gacaaaactg
gacatggcca
cagggcatga
tggtgatgac
tgcaagatga
gagtttgttg
taagtgtceca
attagtract

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860



tacaattatg
ttataattgg
daaacatttt
aatcaatcct
accctgagtt
ctgggaactg
agatgtttat
ggaaacacat
cttttaagtg
ctggaggaat
aagatgatga
tatctacatc
tagatcaagt
tagaagacct
tcacttgtct
tatgaataaa
ctcataaaca
ttggtcaaat
aaaacagtta
agactgctct
gtggaaagga
tattcgtgtt
tgtatttgtc
pgctttacaa
tgtgtagagg
catttgctat
gggaaattat
aattgtctaa
gttttatgat
jJagctatagt
aaagcaaaag
atgcattaaa
jtrtactgtt

tcatacggtc

tagaaatgcc tctaaaacac

ttttgtccte
atttaagtag
accctagtcce
tictatgatc
gcttcctagt
ggccgagagg
aattttcatc
ttgactaaag
gatttattgt
aagatgatga
tgtatccttc
ttcctaggaa
agtttatatt
ctcttaaage
tgcttattac
cttgttgaat
atggagtgct
atttaggtaa
ttaaccttca
gcccatcttt
ttggccatat
ctaataaatt
atccactgga.
ggacaaaaat
aactactagg
agtrtcgtatt
ggactaaggt
taacaaataa
attctttgce
tcacatttga .
atattctgoga
aggaattgtg
tgacaacctg
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ttttgagagt
atggatctaa
aggagaatgc
gtgattctct
ccaatcagct
atccagtata
aattagcagc
attaatttta
tgaccocctaa
aattaatgta
attggccacc
cacagtgaat
tcadagtata
cttgccaaca
agaatctgct
gaacacacat
aaagaaaagc
aagataaaat
tgtcctagag
tctctteate
ctacttttoa
gttgacttat
aaggtatatg
cctetctcaa
tticttaaat
attcatctaa
tgtatactat
acttctfacc
taaataaatt
fttctatcaga
atgatggagc
aaattatgct

tettatttct

agtattttec
ttgcatggty
gttttrcatyg
attagattaa
gctggaggag
ctttfaccaa
ttaataaaat
ttattggaat
cagaaaatag
attgaaatat
gaagcttaac
cagcattcat
attaaaagaa
tttggatgta
gcaaggacag
gactggcaca
aagtgaaaga
aggggaaata
acaccacaga
aggtttttga
ttgattttat
tttctacatt
taattcacta
ggtgtatcac
actataaata
aatcttaata
gtgaagagat
ttaggtgata
actctaccat
tgattagtgc
aaagtgagta
taaaagtaag
gaattttagt

atttccceat

44

ttatattaca
ttactcectg
aacaaaggaa
cctagtagag
taattgtgaa
tgaacacttc
ccctterigt
atctgcatga
aaaaagaaat
tttactagtg
tagaaaatca
taatgaatca
aacaaaggga
acccaatttt
agaaccaaaa
tgctrtgtyt
gcatggctag
cattgggaca
atgaagaaaa
tatgaattgce
taactccaat
attcrcrctt
cttcctcaca
trttgtgtatt
ttgagtattt
tataaaatga
taaaacccag
gatatggggc
atcaactttt
atgacttctt
agccatggcee
aaaaatgact
tgcattataa
atgaggaatg

aaaacaaaaa
catagtgaag
tgacatttga
gtcttatttc
atagatctct
cttgtgatat
attcaatgag
tggtttaaca
atgtttctgt
gcttaatgga
ggtgacctga
gatgatggaa
gcctagcacc
aaacatttcc
atagtgtata
gtaatgggtt
gettcatecec
ctaacaaaaa
gagatgéccc
attcagaatt
gggggaattt
cctrtectace
gcrttrrrtt
tcggtgtgca
gtgtattgaa
tatagaaaaa
ggagtaaata
aaccgtatgg
ccataaaaga
gaaaacatat
caaacaaaag
ttttaaaaaa
tttttgtcag

ctagttaagt

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900



atggatatta
ctggttccct
aatttatatt
attgcaaaat
aaaatgatgg
agatactaaa
gtaaaagtag
attrrcaaag
tgtgraaagt
acaaaagtat
aacactaaga
tcaatggcett
tcaaaattat
tacaaagtgg
cccttggagc
tcagtgcaca
taagaaagtg
ttacttcatg
aataaacaaa
cagtggcagce
tagtggaqct
agcaaattca
atgttaataa
tatatgaagg
tagtaaaatt
aaaactagct
aatcctcgag
gaagtctotyg
tatcgaggtc
acaccacacc
tattgccgea
cgctgggagt
cctttggaaa

accatttgga

actattacta
gaaaatgttr
ttctgaagac
attgcttggt
tttattagaa
atccttggac
aaataaagcc
aaatgtttac
ctggcagaca
aaaaaagact
gtaggacact
actattataa
tgaagagaat
agtgtgctta
ttctcaaaat
ggtaagctaa
agctgaagtt
aatctgtttc
caagtaatga
gatttctcag
ttgaaattat
caggctcatc
aattcaaacg
aatataagat
aataggcaaa
tTrttgcctte
gggaagaagg
acattcctca
tcatggatca
ggcacaaatt
atcccgatgg
actgtgcaat
caactgaatg

atggaattcc
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cttagatgea
agttagtaat
ttaactctag
acatgacgea
gtttcattgg
ttcactctaa
tgttaacaaa
tggtattacc
aatgcaatat
tggecctttic
agaaatttta
accaaaacty
aagcaattct
ataagaggta
aaccatataa
taggctgaga
tcagcccaga
tcaattgtgc
tctcaaataa
ttctgtecta
gtitcagaca
tttctaactt
ttttaaggac
aaaggatttt
aaaaagttgc
gagctatcgg
gggaccctgg
gtgttcagaa
tacagaatca
cttgcctgaa
ccageccgagg
taaaacatgc
catccaaggt
atgtcagcgt

ttgaagttgc
aagtctctta
aatacactca
tacctgtatt
gtéggaaaca
ttttagtgcee
acacaagctg
tgtagatgta
ctaattgttg
taatgtgtta
agtgaagata
ggatcactaa
gttctttatt
gcatttgtta
ggtgtaagat
gaagctaaat
tttaactgga
agaaaaaagg
gtaatgcaag
agtggccttg
acttcgattc
gatggtgaat
agatgaaaat
tctaccttca
atgctcttat
ggtaaagacc
tgtttcacaa
gttgaatgca
ggcaagatit
agatatcccg
ccatggtgct
gctgacaata
caaggagaag
tgggattctc

45

ataatatgga
cactatttgt
tgtcaaaatg
tgtritgtgt
catttgaatg
atttagaact
aatattaaaa
tattctttat
agtccaatat
aaatacttta
atgtgttgca
gctccagtea
aggacacagt
agtgtcaatt
gttaaaggtt
tacttactgg
ttctgggetc
gggctattta
aaatagtgag
ctcaatcace
agttctagaa
atggaaattc
gacagaattt
gCaaaaacat
actgtaatga
tacaggaaaa
gcaatccaga
tgacctgcaa
gtcagcgctg
acaagggctt
atactcttoga
ctatgaatga
gctacaggag
agtatcctca

taatactica
tttgtccaat
aaagaatrtc
cacaacatga
gtatttacta
caaggtcteca
atgtaactgg
tatgatcttt
cacaagcagt
tgctggtaat
gttactgcac
gtcaaaatga
agatacagac
actctattat
atggttacac
ggtctcacag
tttattcatg
taagaaaagc
atttcaaaat
tgctatcttt
tgtttgactc
agctaaatgo
taaggtaaaa
acccactaat
ttatcattet
ctactgtcga
ggtacgctac
tggggagagt
ggatcatcag
tgatgataat
ccctcacace
cactgatgtt
cactgtcaat

cgagcatgac

3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
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atgactcctg
gggtctgaat
caaattccaa
tatatgggca
atggaagact
tactgccgaa
attccttggg
aatttagacc
attccaacac
tgcggaggat
cgagacttga
gagaaatgca
ctggttttaa
ttacctaatt
tacactggat
aatgagaaat
gctggggcty
tgtgagcaac
attccaaatc

attattttaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

8
4679
ADN

aaaatttcaa
caccctggtg
actgtgatat
acttatcccea
tacatcgtca
aticagatga
atrattgcce
atcccgtaat
gaacaaacat
Cattgataaa
aagattatga
aacaggttct
tgaagcttge
atggatgcac
tgatcaacta
gcagccagea
aaaagattyy
ataaaatgag
gtcctggtat

catataaggt

Secuencia Atrtificial

Gen HGF-X6

8

atgrgggtga ccaaactcct

ctgctcecca tegecatcec

gaattcaaaa aatcagcaaa

accaaaaaag tgaatactgc

ccattcactt gcaaggctty

ttcaatagca tgtcaagtgg

dacaaagact acattagaaa

tctatcacta agagtggcat
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gtgcaaggac ctacgagaaa

ttttaccact
gtcacatgga
aacaagatct
tatcrrctyg
tgatgctcat
tatttctegt
atcttgtgec
aggatggatg
ggagagttgg
agcttggett
caatgtttce
caggectget
aattcctgaa
tgatggccta
tcatcgaggg
atcaggacca
aatggttctt
tttigtccga

accacagtca

gccagccctg
ctatgcagag
gactacccta
agaccaatgt
tgtttttgat
agtgaaaaaa
ctgcatcatc

caaatgrcag

gatccaaaca
caagattgtt
ggactaacat
gaaccagatg
ggaccctggat
tgtgaaggtg
aaaacgaaac
gttagtttga
gttcttactg
ggaattcatg
cagctggtat
gtcctggatg
aagaccagtt
ttacgagtgg
aaggtgactc
tgtgaggggy
ggtgtcattg
gtagcatatt

tag

ctgctgeage
ggacaaagga
atcaaaatag
gctaatagat
aaagcaagaa
gaatttggce
ggtaaaggac

ccctggagtt

46

attactgceg
tccgagttgg
atcgtgggaa
gttcaatgtg
caagtaagct
gctacacggg
ataccacacc
aattgcgagt
gatacagaaa
cacgacagtg
atgtccacgg
atggccctga
attttgttag
gcagtgttta
cacatctcta
tgaatgagtc
attatggtgg
ttcctggteg

atgcaaaatg

atgtccrect
aaagaagaaa
atccagcact
gtactaggaa
aacaatgcct
atgaatttga
gcagctacaa

ccatgatacce

aaatccagat
ctactgctec
tggcaaaaat
ggacaagaac
gaatgagaat
aaatccactc
tacaatagtc
tgtaaatggg
taaacatatc
tttcecttct
aagaggagat
aggatcagat
tacgattgat
tggctggggc
tataatgoga
tgaaatatgt
cccactigtt
tggatgtgec

gatacacaaa

gcatctoctc
tacaattcat
gaagataaaa
taaaggactt
ctggtteecc
cctctatgaa
gggaacagta

dcacgaacac

6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7113

60
120
180
240
300
360
420
480



aggtaagaac
tcatattagt
tgtattacgg
tgttaataaa
tatttgtgga
tcactacttc
tatcacttty
taaatattga
ttaatatata
agagattaaa
gtgatagata
taccatatca
tagtgcatga
tgagtaagcc
agtaagaaaa
tttagttgca
cceecatatga
agttgcataa
cicttacact
cactcatgtc
tgtatttgrt
gaaacacatt
agrgccattt
aagctgaata
gatgtatatt
ttgttgagtc
gtgttaaaat
aagataatgt
cactaagctc
tttattagga
ttgttaagtg
taagatgtta
ctaaattact

actggattct

agtatgaaga
ccrtcagaat
caaggttrat
atgtagccaa
tccettectt
ctcacagctt
tgtatttegy
gtatttgtgt
aaatgatata
acccagggag
tggggcaacc
acttttccat
cttcttgaaa
atggcccaaa
atgacttttt
ttataatttt
ggaatgctag
tatggataat
atttgtitig
aaaatgaaag
ttgtgtcaca
tgaatggtat
agaactcaag
ttaaaaatgt
ctttattatg
caatatcaca
actttatgct
gttgcagtta
cagtcagtca
cacagtagat
tcaattactc
aaggttatgg
tactggggtc
gggctcttta
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aaagagatga
aattctacaa
atgaattcat
aacaatatct
tctacctgta
ttttttggct
tgtgcatgtg
attgaacatt
gaaaaaggga
taaataaatt
gtatoggottt

aaaagagagc

dCatataaag.

caaaagatgc
aaaaaagtrt
tgtcagtcat
ttaagtatgg
acttcactgg
tccaataatt
aatttcattog
acatgaaaaa
ttactaagat
gtctcagtaa
aactggattt
atctittgtyg
agcagtacaa
ggtaataaca
ctgcactcaa
aaatgatcaa
acagactaca
tattatecet
ttacactcag
tcacagtaag

ttcatgttac

agcctctgtce
t¢tctaaaata
gactgatatt
taccttaatg
tttgtcctaa
ttacaaatcc
tagaggggac
tgctataact
aattatagtt
gtctaaggac
tatgattaac
tatagtattc
caaaagtcac
attaaaatat
actgttagga
acggtcrgac
atattaacta
ttccctgaaa
tatatrttct
caaaatattg
tgatggttta
actaaaatcc
aagtagaaat
tcaaagaaat
taaagtctgg
aagtataaaa
Ctaagagtag
tggcttacta
aattattgaa
aagtggagtg
tggagcttct
tgcacaggta
aaagtgagct

ttcatgaatc

47

ttttttacat
acttagccaa
tagcadatga
cctcaatttyg
taaattgttg
actggaaagg
aaaaatcctc
actagatttc
cgtattattc
taaggttgta
aaataaactt
tttgcttaaa
atttgattct
tctggaatga
attgtgaaat
aacctgtctt
ttactactta
atgtttagtt
gaagacttaa
cttggtacat
Ttagaagtte
ttggacttca
aaagcctytt
gtttactggt
cagacaaatg
aagacttggc
ggcactagaa
ttataaacca
gagaataagc
tgcttaataa
caaaataacc
agctaatagg
gaagtrttcag
tgtttctcaa

gttaacagtc
cttgctgaat
ttaattaata
tagatcrcggy
actrattaat
tatatgogtg
tctcaaacta
ttaaataatc
atctaagtga
tactatttag
ctcaccacte
taaatttgat
atcagaaaag
tggagctaaa
tatgctgaat
attretartt
gatgcattga
agtaataagt
ctctagaata
gacgcatacc
cattgggtag
ctctaatttt
aacaaaacac
attacctgta
caatatctaa
ctittctaat
attttaagtg
aaactgagat
aattctgttc
gaggtagcat
atataaggtyg
ctgagagaag
cccagattta

ttgtgcagaa

540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

156C

1620
1680
1740
1800
1860
19290
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520



aaaagggggo
tgcaagaaat
gccttgctca
cgattcagtt
gtgaatatgg
gaaaatgaca
ccitcagcaa
tcttatactg
aagacctaca
tcacaagcaa
aatgcatgac
agatttgtca
atcccgacaa
ggrgctatac
acaatactat
gagaaggcta
attctcagta
gagaaaatta
caaacatccg
attgttatcg
taacatgttc
cagatgcaag
cctggtgcta
aaggtgatac
cgaaacaatt
gtttgagata
ttactgcacg
ttcatgatgt
tggtatatgg
tggatgattt
ccagttgecag
gagtggcaca
tgactctgaa

agggggatta

tatttataag
agtgagattt
atcacctgct
ctagaatgtt
aaattcagct
gaattttaag
aaacataccc
taatgattat
ggaaaactac
tccagaggta
ctgcaatggg
gcgetgggat
ggactttgat
tcttgaccect
gaatgacact
caggggcact
tcctcacgag
ctgccgaaat
agttggctac
tgggaatggc
aatgtgggac
taagctgaar
cacgggaaat
cacacctaca
gcgagttgta
cagaaataaa
acagtgtttc
ccacggdaga
ccetgaagga
tgttagtacg
tgtttatggc
tctctatata
tgagtctgaa

tggtggccca
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aaaagcaata
caaaatcagt
atcttttagt
tgactcagca
aaatggatgt
gtaaaatata
actaattagt
catittaaaa
tgtcgaaatc
cgctacgaag
gagagttatc
catcagacac
gataattart
cacaccecgcer
gatgtrcctt
gtcaatacca
catgacatga
ccagatgggt
tgctcccaaa
aaaaattata
aagaacatgg
gagaattact
ccactcattc
atagtcaatt
aatgggattc
catatctgcg
ccttetegag
ggagatgaga
tcagatctgg
attgatttac
tggggctaca
atgggaaatg
atatgtgctg
cttgtttgtg

aacaaacaag
ggcagegatt
ggagctttga
aattcacagg
taataaaatt
tgaaggaata
aaaattaata
ctagctrett
ctcgagggga
tctgtgacat
gaggtctcat
cacaccggca
gccgcaatcc
gggagtactg
tggaaacaac
tttggaatgg
ctcctgaaaa
ctgaatcacc
ttccaaactyg
tgggcaactt
aagacttaca
gccgaaatcce
cttgggatta
tagaccatcce
caacacgaac
gaggatcatt
acttgaaaga
aatgcaaaca
ttttaatgaa
ctaattatgg
ctggattgat
agaaatgcag
gggctgaaaa

agcaacataa

48

taatgatctc
tctcagttcet
aattatgttt
ctcatcttte
caaacgtttt
taagataaag
ggcaaaaaaa
gcettegage
agaaggggga
tcctcagtgt
ggatcataca
caaattcttg
c¢gatggeecag
tgcaattaaa
tgaatgcatc
aattccatgt
tttcaagtge
ctggtotttt
tgatatgtca
atcccaaaca
tcgtcatatc
agatgatgat
ttgcectatt
cgtaatatct
aaacatagga
gataaaggag
ttatgaagct
ggttctcaat
gcttgccagd
atgcacaatt
caactatgat
ccagcatcat
gattggatca
aatgagaatg

daataagtaa
gtcctaagtg
cagacaactt
taacttgatg
aaggacagat
gatttttcta
agttgcatgc
tatcggggta
cectgotgtt
tcagaagttg
gaatcaggca
cctgaaagat
ccgaggecat
acatgcgctg
caaggtcaag
cagcgttggg
aaggacctac
accactgatc
catggacaag
agatcrggac
ttctgggaac
gctratggac
tctegttgtg
tgtgccaaaa
tggatggtta
agttgggttc
tggctiggaa
gtttcccage
cctgctgtéc
cctgaaaaga
ggcctattac
cgagggaagg
ggaccatgtg
gttctrggrg

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140

4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560



ES 2537971 T3

tcattgttcc tggtcgigga tgtgccattc caaatcgtcc tggtattttt gtccgagtag

catattatgc aaaatggata cacaaaatta ttttaacata taaggtacca cagtcatag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

9
3679
ADN

Secuencia Atrtificial

Gen HGF-X7

<400 9
atgtgggtrga

ctgctcccoea
gaattcaaaa
accaaaaaag
ccattcactt
ttcaatagea
aacaaagact
tc&atcacta
aggtaagaac
tcatattagt
tgtattacgg
tgttaataaa
tatttgtgga
ttggacttica
aaagcctgtt
gtttactggt
cagacaaatg
aagacttggce
ggcactagaa
ttataaacca
gagaataagc
tgcttaataa
caaaataacc
agctaatagg
gaagtttcag
tgttictcaa

taatgatctc

craaactcect
tcgecatecc
aatcagcaaa
tgaatactgc
gcaaggettt
tgtcaagtgg
acattagaaa
agagtggcat
agratgaaga
ccttcagaat
caaggtttat
atgtagccaa
tcctggotag
ctctaatttt
aacaaaacac
atracctgta
caatatctaa
cttttctaat
attttaagtg
aaactgggat
aattcrgttc
gaggtagcat
atataaggty
ctgagagaag
cccagattta
ttgtgcagaa

aadataagtaa

gccagecetg
ctatgcagag
gactacccta
agaccaatgt
tgtttrtgat
agtgaaaaaa
ctgcatcatc
caaatgtcag
aaagagatga
aattcracaa
atgaattcat
dacaatatct
gaaacacatt
agtgccattt
aagctgaata
gatgtatatt
ttgttgagtc
gtgttaaaat
aagataatgt
cactaagctc
tttattagga
ttgttaagty
taagatgtta
Ctaaattact
actggattct

aaaaggggge
tgcaagaaat

ctgcrgcage
ggacaaagga
atcaaaatag
gctaatagat
aaagcaagaa
gaatttgycc
ggtaaaggac
ccctggagtt
agcctetgte
tcctaaaata
gactgatatt
taccttaatgy
tgaatggtat
agaactcaag
ttaaaaatgt
ctttattatg
caatatcaca
actttatgct
gttgcagtta
cagtcagtca
cacagtagat
tcaattactc
aaggttatgg
tactggggtc
gggctcttta
tatttataag

agtgagattt

49

atgtccrect
aaagaagaaa
atccagecact
gtactaggaa
aacaatgcct
atgaatttga
gcagctacaa
ccatgatacc
ttrtttacat
acttagccaa
tagcaaatga
cctcaatttg
ttactaagat
gtctcagtaa
aactggattt
atcttttgtg
agcagtacaa
ggtaataaca
ctgcactcaa
aaatgatcaa
acagactaca
tattatccct
ttacactcag
tcacagtaag
ttcatgttac
aaaagcaata

caaaatcagt

gcatctecctce
tacaattcat
gaagataaaa
taaaggactt
ctggttcoccc
cctctatgaa
gggaacagta
acacgaicac

gttaacagtc

cttgctgaat

ttaattaata
tagatctcgg
actaaaatcc
aagtagaaat
tcaaagaaat
taaagtctgg
aagtataaaa
ctaagagtag
tggcttacta
aattattgaa
aagtggagtg
tggagcttct
tgcacaggta
aaagtgagcf
ttcatgaatc
aacaaacaag

ggcagcgatt

4620
4679

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620



tctcagttct
aattatgttr
ctcatcttitc
caaacgtttt
taagataaag
ggcaaaaaaa
geccrtogage
dagaaggggga
tcctcagtgt
ggatcataca
Caaattcttg
cgatggccag
tgcaattaaa
tgaatgcatc
aattccatgt
tttcaagtge
ctggtgtttt
tgatatgtca
atcccaaaca
tcgtcatatce
agatgatgat
ttgccctatt
cgtaatatct
aaacatagga
gataaaggag
ttatgaagct
ggttctcaat
gcttgocagg
atgcacaatt
caactatgat
ccagcatcat
gattggatrca
aatgagaatg
tggtattttt

taaggtacca

<210> 10
<211>

gtcctaagtyg
cagacaactt
taacttgatg
aaggacagat
gatttttcta
agttgcatgce
tatcggggta
ccetggtgtt
tcagaagttyg
gaatcaggca
cctgaaagat
ccgaggccat
acatgcgctyg
caaggtcaag
cagcgttggg
aaggacctac
accactgatc
catggacaag
agatctggac
ttctgggaac
gctcatggac
tctcgttgtg
tgtgccaaaa
tggatggtta
agttgggtte
tggcttggaa
gtttcccage
cctgetgtec
cctgaaaaga
ggcctattac
c€gagggaagyg
ggaccatgtg
gttcttggtg
gtccgagtag

cagtcatag

2729
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gccttgerca
cgattcagtt
gtgaatatgg
gaaaatgaca
ccttcagcaa
tcttatactg
aagacctaca
tcacaagcaa
aatgcatgac
agatttgtca
atcccgacaa
ggtgctatac
acaatactat
gagaaggcta
attctcagta
gagaaaatta
caaacarccg
attgrtatcg
taacatgttc
cagatgcaag
cctggtgcta
aaggtgatac
Cgaaacaatt
gtttgagata
ttactgcacg
ttcatgatgt
tggtatatgg
tggatgattt
ccagttgcag
gagtggcaca
tgactgtgaa
agggggatta
tcattgttcc

catattatgc

atcacctgcet
ctagaatgtt
aaattcagct
gaattrtaag
aaacataccc
taatgattat
ggaaaactac
tccagaggta
ctgcaatggg
gcgctgggat
gggctttgat
tCttgaccct
gaatgacact
caggggcact
tcctcacgag
ctgccgaaar
agttggctac
tgggaatggc
aatgtgggac
taagctgaat
cacgggaaat
cacacctaca
gcgagttgta
cagaaataaa
acagtgtttc
ccacggaaga
ccctgaagga
tgttagtacg
tgtttatggc
tctctatata
tgagtctgaa
tggtggcccea
tggtcgtaga
aaaatggata

50

atcttttagt
tgactcagca
aaatggatagt
gtaaaatata
actaattagt
cattttaaaa
tgtcgaaatc
cgctacgaag
gagagttatc
catcagacac
gataattatt
cacacccget
gatgrrcctt
gtcaatacca
catgacatga
ccagatgggt
tgctceccaaa
aaaaattata
aagaacatgg
gagaattact
ccactcatte
atagtcaatt
aatgggattc
catatctgcg
ccttctcgag
ggagatgaga
tcagatctgg
attgatttac
tggggctaca
atgggaaatg
atatgtgctyg
cttgtttaty
tgtgccattc

cacaaaatta

ggagctttga
aattcacagg
taataaaatt
tgaaggaata
aaaattaata
ctagcttttt
ctcgagggga
tctgtgacat
gaggtctcat
cacaccggca
gcegcaatec
gggagtactg
tggaaacaac
tttggaatgg
ctcctgaaaa
ctgaatcacc
ttccaaactyg
tgggcaactt
aagacttaca
gccgaaatcc
cttgggatta
tagaccatcc
caacacgaac
gaggatcatt
acttgaaaga
aatgcaaaca
ttttaatgaa
ctaattatgg
crggattgat
agaaatgcag
gggctgaaaa
agcaacataa
caaatcaicc

ttttaacata

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2320
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3679



<212>
<213>

<220>
<223>

ADN
Secuencia Atrtificial

Gen HGF-X8

<400> 10

atgtgggtga
ctgctcecca
gaattcaaaa
accaaaaaag
ccattcactt
ttcaatagca
aacaaagact
tctatcacta
aggtaagaac
tcatattagt
tgtattacgg
tgitaataaa
tatttgtgga
aaattcacag
ttaataaaat
atgaaggaat
taaaattaat
actagctttt
cctcgagaey
gtctgtgaca
cgaggtctca
ccacaccggc
tgccgcaatc
tgggagtact
ttggaaacaa
atttggaatg

actcctgaaa

ccaaactcct
tegecateee
aatcagcaaa
tgaatactgc
gcaagygcttt
tgtcaagtgg
acattagaaa
agagtggcat
agtatgaaga
ccttcagaat
caaggtttat
atgtagccaa
tccttatgtrt
gctcatcttrt
tcaaacgttt
ataagataaa
aggcaaaaaa
tgccttcgag
aagaaggggg
ttcctecagtg
tggatcatac
acaaattctt
ccgatggceca
gtgcaattaa
ctgaatgcat
gaattccatg

atttcaagtg
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gccageectg
ctatgcagag
gactacccta
agaccaatgt
tgtttttgat
agtgaaaaaa
ctgcatcatce
caaatgtcag
aaagagatga
aattctacaa
atgaattcat
aacaatatct
tcagacaact
ctaacttgat
taaggacaga
ggattittct
aagttgcatg
ctatcggggt
accctggtgt
ttcagaagtt
agaatcaggc
gcctgaaaga
gccgaggcca
aacatgcgct
ccaaggtcaa
tcagcgttgg

caaggaccta

ctgctgcagco
ggacaaagga
atcaaaatag
gctaatagat
aaagcaagaa
gaatttggcc
ggtaaaggac
ccctggaget
agecrctgtce
tcctaaaata
gactgatatt
taccttaatyg
tcgattcagt
ggtgaatatg
tgaaaatgac
accttcagcea
ctcttatact
aaagacctac
ttcacaagcea
gaatgcatga
aagatttgtc
tatcccgaca
tggtgctata
gacaatacta
ggagaaggct
gattctcagt

cgagaaaatt

51

atgtcctcct
aaagaagaaa
atccagcact
gtactaggaa
aacaatgcct
atgaatttga
gcagcracaa
ccatgatacc
ftrtttacat
acttagccaa
tagcaaatga
cctcaatttg
tctagaatgt
gaaattcagc
agaattttaa
aaaacatacc
gtaatgatta
aggaaaacta
atccagaggt
cctgecaatgg
agcgctggga
agggctttga
ctcttgaccc
tgaatgacac
acaggggcac
atcctcacga

actgccgaaa

gcatctecte

tacaattcat
gaagataaaa
taaaggactt
ctggrrcccc
cctctatgaa
gggaacagta
acacgaacac
gttaacagtc
éttgctgaat
ttaattaata
tagatctcgg
ttgactcagc
taaatggatg
ggtaaaatat
cactaattag
tcattttaaa
ctgtcgaaat
acgctacgaa
ggagagttat
tcatcagaca
tgataattat
tcacacccgce
tgatgttcct
tgtcaatacc
gcatgacatg
tccagatggr

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140
1200
1260
1320
1330
1440
1500
1560
1620



ctgaatcacc
ttccaaactg
tgggcaactt
aagacttaca
gccgaaatcce
cttgggatta
tagaccatcce
Caacacgaac
gaggatcatt
acttgaaaga
aatgcaaaca
ttttaatgaa
Ctaattatqq
ctggattgat
agaaatgcag
ggactgaaaa
agcaacataa
caaatcgtcc
ttttaacata
«210> 11

«<211> 285
315 on
<400=>
Tet Trp val

11

Leu His

Arg Lys

35

Thr Leu

50

Asn Thr

65

Pro Phe

Leuw

Arg

Ile

Ala

Thr

ctggtgtttt
tgatatgtca
atcccaaaca
tcgtcatatc
agatgatgat
ttgccctatt
cgtaatatct
aaacatagga
gataaaggag
ttatgaagct
ggttctcaat
gcttgecagg
atgcacaaty
caactatgat
ccagcatcat
gattggatca
aatgagaatg
tggtattttt

taaggtacca

Homo sapiens

Thr %ys Leu

Leu

20

Arg

Lys

ASp

Cys

Leu Leu
Asn Thr
Ite Asp
GIn Cys

70

Lys Ala
85
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accactgatc
catggacaag
agatctggac
tTtctgggaac
gctcatggac
tectegttgty
tgtgccaaaa
tggatggtta
agttgggtte
tggcttggaa
gtttcccagc
ccrgetgtec
cctgaaaaga
ggcctattac
€gagggaagyg
ggaccatgtg
gticttggtg
gtccgagtag

cagtcatag

Leu Pro

Ile

Pro

His
40

Ile

Pro Ala

55

Ala Asn

Phe val

Ala

Ala

25

Glu

Leu

Arg

Phe

caaacatccg
attgttatcy
taacatgttc
cagatgcaag
cctggtgcta
aaggtgatac
cgaadcaatt
gtttgagata
ttactgcacy
ttcatgatgt
tggtatatgg
tggatgattt
ccagttgcag
gagtggcaca
tgactctgaa
agggggatta
tcattgttce

catattatgc

Leu Leu

10

Ile Pro

Phe Lys
Ile

Lys

Thr
75

Cys

ASp LyS

90

52

agftggctac
tgggaatggc
aatgtgggac
taagctgaat
cacgggaaat
cacacctaca
gcgagttgta
cagaaataaa
acagtgtttc
ccacggaaga
cccrgaagga
tgttagtacg
tgtttatgge
tctctatata
tgagtctgaa
tggrggecca
tggtcgtygga

aaaatggata

Leu Gln

Tyr Ala

30

ser
45

LyS

Thr

ASN

Arg

Ala Arg

His

Glu

Ala

Lys

Lys

Lys

tgcteccaaa
aaaaattata
aagaacatgqg
gagaattact
ccactcattc
atagtcaatt
aatgggattc
catatctgcg
ccttctcgag
ggagatgaga
tcagatctgg
attgatttac
tggggctaca
atgggaaatg
atatgtgctg
ctigtrtgty
tgtgcecatte

CacCaaaatta

vai
15

Leu

Gly Gln

Lys Thr

Lys val

Gly Leu

80

Gln
95

Cys

1680
17490
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2729



Leu

Gly

Ile

ser

145

Ser

Gly

Tyr

Cys

LyS

Leu

AsnN

Thr

Trp

His

Ile

130

Gly

Tyr

Glu

Glu

Asn

210

Ile

Pro

Pro

Arg

<210>
<211>
<212~
<213>

<400>
Met Trp val

1

Phe

Glu
11>

Gly

Ile

Arg

Glu

val

195

Gly

Cys

Glu

ASD

Trp

275

12
296
PRT
Homo

12

Ley His Leu

Arg Lys Arg
35

Pro

100

Phe

LyS

Lys

Gly

Gly

Cys

Glu

Gln

Arg

Gly

260

Glu

Phe

Asp

Gly

Cys

ASp

ser

Arg

TYr

245

Gin

TYyr

sapiens

Thr
Leu
20

Arg

Lys
5

Leu

Asn

AsSnh
Leu
Arg
Gln
150
Asp
Pro

Ite

Tyr

Pro

Cys

Leu
Leu

Thr

Ser

Tyr

Sar

135

Pro

Leu

Trp

Pro

Arg

215

Asp

Asp

Arg

Ala

Leu

Pro

Ile
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Met

Glu

120

Tyr

Trp

Glin

Cys

Glin

200

Gly

His

LYysS

Pro

Ile
280

Pro

Ile

His
40

S5er

105

Asn

Lys

Ser

Glu

Phe

185

Cys

Leu

Gin

Gly

265

Lys

Ala

Ala
25

Glu

Ser

Lys

Gly

Ser

Asn

170

Thr

Ser

Met

Thr

Phe

250

Cys

Thr

Leu
10
Ile

Phe

53

Gly
Asp
Thr
Met
155
Tyr
ser
Glu
AsSp
Pro
235
ASD

Tyr

Cys

Leu
Pro

LyS

val

Tyr

val

140

Ile
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién la invencién proporciona una composicion para su uso en el tratamiento de la revascularizacion
incompleta del miocardio en un sujeto que ha tenido un injerto de derivacion de la arteria coronaria, pero ha habido
una revascularizaciéon incompleta del miocardio, comprendiendo la composicién dos o mas isoformas de HGF o uno
0 mas polinucledtidos que codifican las isoformas como ingredientes activos, en donde dichas dos o mas isoformas
de HGF se seleccionan del grupo que consiste en HGF completo (IHGF), variante por delecion de HGF (dHGF),
NK1, NK2 y NK4.

2. La composicion para su uso de la reivindicacion 1, en donde el sujeto necesita tratamiento de reestenosis.

3. La composicion para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en donde dichas dos o mas isoformas
de HGF se administran en forma de polinucleétidos que codifican las isoformas.

4. La composicion para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde dicha composiciéon se
administra mediante inyeccion.

5. La composicién para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde dicha composicién se
administra utilizando un dispositivo de suministro, y preferiblemente en donde dicho dispositivo de suministro es un
implante endoluminal.

6. La composicion para su uso de la reivindicacion 5, en donde dicho implante endoluminal se selecciona del grupo
que consiste en un implante endoluminal de acero inoxidable no basado en polimero, un implante endoluminal de
acero inoxidable con una base de polimero, un implante endoluminal de cobalto-cromo no basado en polimero, y un
implante endoluminal de cobalto-cromo con una base de polimero.

7. La composicion para su uso de la reivindicacion 5, en donde dicha composiciéon se libera de dicho implante
endoluminal.

8. La composicion para su uso de la reivindicaciéon 1, en donde dichas dos o mas isoformas de HGF comprenden
HGF completo (fIHGF) y variante por delecién de HGF (dHGF).

9. La composicion para su uso de la reivindicaciéon 8, en donde dichas dos o mas isoformas de HGF comprenden
adicionalmente NK1.

10. La composicién para su uso de la reivindicacion 8, en donde dichas dos o mas isoformas de HGF consisten en
fIHGF y dHGF.

11. La composicién para su uso de la reivindicacion 8, en donde dichos fIHGF y dHGF son cada uno idénticos al
menos en 80%, preferiblemente al menos 90%, o preferiblemente al menos 95% a la secuencia de tipo salvaje de
fIHGF humano y dHGF humano.

12. La composicion para su uso de la reivindicacion 11, en donde dichos fIHGF y dHGF son fIHGF humano y dHGF
humano.

13. La composicién para su uso de la reivindicacion 8, en donde dicho fIHGF y dicho dHGF estan codificados por
polinucleétidos separados o estan codificados por el mismo polinucledétido.

14. La composiciéon para su uso de la reivindicacion 1, en donde dichos uno o mas polinucleétidos estan conectados
operablemente a un promotor, y preferiblemente a un promotor constitutivo.

15. La composicién para su uso de la reivindicacion 1, en donde dichos uno o mas polinucleétidos estan en
diferentes vectores.

16. La composicion para su uso de la reivindicacién 1, en el que dicho uno o mas polinucleétidos en el mismo vector.

17. La composicién para su uso de la reivindicacién 16, en donde dicho vector es un vector viral o un vector
plasmidico, preferiblemente un vector pCK.

18. La composicion para su uso de la reivindicacion 8, en donde dicho fIHGF y dicho dHGF estan codificados por un
constructo de HGF hibrido que comprende los exones 1-18 de HGF o productos degenerados de los mismos que no
alteran la secuencia de aminoacidos codificada y que comprende adicionalmente un intrén entre los exones 4y 5, en
donde dicho constructo esta desprovisto de otros intrones entre los exones distintos de dicho intrén entre los exones
4y5.

19. La composicion para su uso de la reivindicacion 18, en donde dicho intron es un intréon inherente, y

preferiblemente en donde dicho constructo de HGF hibrido comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO:
7.
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20. La composicidon para su uso de la reivindicacion 18, en donde dicho intrén es un fragmento de un intrén
inherente, y preferiblemente en donde dicho constructo de HGF hibrido comprende la secuencia de nucleétidos de
los SEQ ID NO: 8, 9,0 10.

21. La composicion para su uso de la reivindicacion 1, en donde dicho sujeto es un ser humano y dichas isoformas
de HGF se administran a una dosis de aproximadamente 1 ug a aproximadamente 100 mg cada una.

22. La composiciéon para su uso de la reivindicacion 1, en donde dicho sujeto es un ser humano y dichos
polinucleétidos se administran a una dosis de aproximadamente 1 ug a aproximadamente 10 mg.

23. Un uso de una composicién que comprende dos o mas isoformas de HGF o uno o mas polinucleétidos que
codifican las isoformas para la fabricacion de un medicamento para tratar la revascularizacion incompleta del
miocardio en un sujeto que ha tenido un injerto de derivacion de la arteria coronaria, pero ha habido una
revascularizacion incompleta del miocardio, en donde dichas dos o mas isoformas se seleccionan del grupo que
consiste en HGF completo (fIHGF), variante por delecion de HGF (dHGF), NK1, NK2 y NK4.
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FIG. 1
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FIG. 1 (continuacion)

0<0,001 0<0,001 |
0<0,001 1 p=0,001 l
—

s b . R "

Control
negativo

pCK  pCK-HGF-X7 pCK-cHGF pCK-dHGF

58



ES 2537971 T3

59



ES 2537971 T3

FIG. 2 (continuacién)
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FIG. 3
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FIG. 3 (continuacién)
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FIG. 4
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FIG. 5

Ligacion de la Arteria Descendente
Anterior Izquierda

¥

Reperfusion de la Arteria Descendente
Anterior Izquierda

Inyecciones genes en ruta intramiocardica

-Dosis: 0,25 mg/0,25 mL/animal
-Grupo: pCK (n=7), pCK-VEGF165 (n=9)
pCK-cHGF (n=12), pCK-HGF-X7 (n=10)
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FIG. 6
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FIG.7

Dias después del tratamiento
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FIG. 8
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FIG. 9
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FIG. 10

Arteria descendente anterior izquierda (DAI)

| Arteria circunfleja izquierda (CxI)

Arteria coronaria derecha (CD)
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FIG. 11
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FIG. 12
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FIG. 13
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FIG. 13 (continuacion)
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FIG. 14
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FIG. 14 (continuacién)

Dia 14 Dia 28

Dias después de la implantacion

BMs [ PES

75



ES 2537971 T3

FIG. 15

1. Flecha de color blanco: Capa de células de musculo liso
2. Flecha de color negro: Capa de células endoteliales
3. Aumento: x200 |
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