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DESCRIPCION
Prevencion y alivio de la enfermedad por trasplante de mioblastos humanos

Campo de la invencién

Las realizaciones se refieren a la terapia del genoma humano de la enfermedad utilizando la terapia de transferencia
de mioblastos.

Antecedentes de la invencion

Peter K. Law demostré anteriormente que la transferencia de mioblastos en la distrofia muscular de Duchenne
(DMD) producia distrofina (una proteina) y que la transferencia de mioblastos en el musculo cardiaco producia
miosina pesada (otra proteina). Las patentes y publicaciones relacionadas se centraron en determinar la seguridad y
eficacia del tratamiento de las distrofias musculares, la degeneracion del musculo cardiaco y la diabetes.

El articulo publicado en una revista “Skeletal myoblast transplantation for attenuation of hyperglycemia,
hyperinsulinaemia and glucose intolerance in a mouse model of type 2 diabetes mellitus” de L. Ye et al. en
Diabetologia (2009) 52, paginas 1925-1934, describe la demostracion de la viabilidad y la eficacia del trasplante
intramuscular de mioblastos esqueléticos humanos (hSkM) para la atenuacion de la hiperglucemia y la mejora de la
sensibilidad a la insulina utilizando un modelo de ratén de diabetes mellitus tipo 2. Este estudio demostré que este
enfoque puede ser una posible alternativa de tratamiento para la diabetes mellitus tipo 2.

El articulo publicado en una revista “Myogenic stem cells: regeneration and cell therapy in human skeletal muscle” de
E. Negroni et al. en Pathologie Biologie (2006) 54, paginas 100-108, describe que el musculo esquelético humano ha
sido considerado como una diana ideal para la terapia celular. Sin embargo, los resultados positivos obtenidos en
modelos animales distréficos utilizando la poblacion de células satélite precursoras residentes han sido seguidos por
evidencias desalentadores obtenidas en los ensayos clinicos con pacientes con distrofia muscular de Duchenne. Se
han revisado los avances recientes y se ha visto que muchos grupos han logrado identificar a los potenciales
candidatos del compartimiento de células madre para la terapia celular. Las células madre con potencial miogénico
estan en el foco, las cuales podrian mejorar la eficiencia del trasplante y, por tanto, podrian ser utilizadas como una
herramienta terapéutica para las enfermedades neuromusculares.

El articulo publicado en una revista “Myoblast Transplantation: A Possible Surgical Treatment for a Severe Pediatric
Disease” de B. Palmieri et al. en Surgery Today (2010) 40, paginas 902-908 presenta que la distrofia muscular de
Duchenne (DMD) es una enfermedad genética huérfana recesiva ligada al cromosoma X que afecta a
aproximadamente a 1 de cada 3.500 nacimientos de varones. Los nifios con DMD tienen destruccién progresiva y
predecible de los musculos debido a la ausencia de distrofina, una proteina presente debajo de la membrana de la
fibra muscular. Esta ausencia induce dafio de la membrana relacionado con la contraccion y la activacion de la
necrosis y fibrosis inflamatoria, lo que lleva a insuficiencia cardiaca/diafragmatica y muerte. En esta revision, se
respalda la funcion terapéutica del trasplante de mioblastos en la DMD y se describen los antecedentes y el
fundamento de este enfoque.

En la Reunién Anual de la Sociedad de Neurociencias, vol. 18, N.° 1/02, 25 de octubre de 1992, en la pagina 730,
XP 00061045 del articulo titulado “Myoblast Transfer Therapy (MTT) Strengthens Leg Muscles of Duchenne
Muscular Dystrophy (DMD) Boys”, de P. K. Law et al., se describe la evaluacién de la viabilidad, seguridad y eficacia
de la fase Il de la MTT. Se realizaron estudios en nifios con DMD con edades comprendidas entre los 6 y 14 afios.
Los resultados indicaron que la MTT es segura y aumenta la fuerza muscular. Mas de 5 mil millones de mioblastos
pueden cultivarse a partir de 1 g de biopsia muscular normal, proporcionando un nimero sin precedentes de células
para la MTT. Los mioblastos congelados durante mas de un afo, conservan su capacidad de proliferar de 10
millones a 5 mil millones y de formar fibras musculares normales. Las inyecciones de 5 mil millones de mioblastos no
han provocado ningun sintoma de rechazo inmunoldgico en los sujetos de la Fase Il. Las inyecciones multiples son
seguros para llevar a cabo en los musculos de las extremidades inferiores sin formacion de émbolos. El rechazo de
células del donante por el receptor se puede prevenir con ciclosporina cuando se administra correctamente.

La patente US-5.139.481 describe un procedimiento para el tratamiento de la resistencia a la insulina en un
paciente, que comprende el aislamiento de una célula de musculo esquelético de un donante sensible a la insulina y
el trasplante de dicha célula del musculo esquelético en dicho paciente resistente a la insulina.

El articulo publicado en una revista “Problems and solution in myoblast transfer therapy” de G. M. Smythe et al. en J.
Cell. Mol. Med. (2001) 5(1), paginas 33-47, describe que la caracterizacion y clonacion del gen de la distrofina en
1987 fue un avance importante y se considerd que la simple sustitucion de gen de la distrofina mejoraria el grave y
progresivo deterioro muscular caracteristico de la distrofia muscular de Duchenne. Después de 20 afios, los intentos
de reemplazar el gen de la distrofina de forma experimental o clinicamente han tenido poco éxito, pero ha habido
muchos avances significativos en la comprensién de los factores que limitan la administracion de un gen normal de
la distrofina en el musculo distréfico del hospedador. En esta revision, la respuesta inmunitaria del hospedador y los
cambios en los mioblastos del donante subyacen a algunos de los principales problemas asociados con la
sustitucion de la distrofina mediada por mioblastos, se presentan posibles soluciones y se describen otros enfoques
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terapéuticos nuevos.

La solicitud de patente internacional WO 96/18303 describe un procedimiento de tratamiento de afecciones
patolégicas de mamiferos que son hereditarias, degenerativas, debilitantes, mortales o no deseables, que
comprende las etapas de cultivar un suministro de células miogénicas que son normales, transducidas
genéticamente o convertidas fenotipicamente, comprendiendo las células miogénicas mioblastos, miotubos, fibras
de musculo joven y tipos de células convertidas; administrar una dosis terapéuticamente efectiva de un
inmunosupresor al hospedador y, por consiguiente, seleccionar y administrar de dicho suministro una dosis
terapéuticamente eficaz de células miogénicas o células convertidas a partir de células miogénicas al hospedador,
con lo cual el tejido/tamanio de los 6rganos, forma y/o funcién se mejoran y/o se previene, alivia o elimina la afeccion
o afecciones patologicas.

La patente US-5.130.141 describe un procedimiento de tratamiento de la degeneracion y la debilidad muscular en un
hospedador, que comprende las etapas de cultivar células miogénicas genéticamente normales de donantes para
producir un suministro de las células miogénicas que comprende mioblastos, miotubos y células de fibras
musculares jovenes; administrar una dosis terapéuticamente efectiva de un inmunosupresor al hospedador y
posteriormente, seleccionar y administrar de dicho suministro una dosis terapéuticamente eficaz de células
miogénicas a al menos un musculo miopatico del hospedador, con lo que se mejoran las funciones musculares, los
patrones locomotores y las funciones respiratorias.

La solicitud de patente internacional WO 2004/017972 A1 describe un procedimiento para la renovacién de la piel de
un individuo que comprende las etapas: a) eliminar células muertas de la superficie de la piel para generar una
superficie preparada; b) aplicar mioblastos a la superficie de la piel preparada en una solucién nutritiva de células de
mioblastos.

El articulo publicado en una revista “Systemic Delivery of Allogenic Muscle Stem Cells Induces Long-Term Muscle
Repair and Clinical Efficacy in Duchenne Muscular Dystrophc Dogs” de K. Rouger et al. en The American Journal of
Pathology (2011) 179(5), paginas 2501-2518, describe la caracterizacion de células madre de adhesion retardada
caninas y la investigacion de la eficacia de su administracion sistémica en el modelo animal de DMD clinicamente
relevante para evaluar la potencial aplicacion terapéutica en seres humanos. Las células madre de adhesién
retardada, denominadas células MuStem (células madre musculares), se aislaron a partir de musculo perro sano
usando una técnica de presembrado. In vitro, las células MuStem mostraban una gran capacidad de expansion, la
capacidad de proliferar en suspension y un potencial de diferenciacion multilinaje. Fenotipicamente, se
correspondian a los progenitores miogénicos iniciales y a las células no comprometidas. Cuando se inyectaban en
perros distréficos inmunosuprimidos, contribuian a la regeneracion miofibrilar, la reposicion de células satélite y la
expresion de distrofina. Es importante destacar que su administracion sistémica tuvo como resultado la expresion de
distrofina a largo plazo, la limitacion de la evolucion del dafio muscular con un aumento de la actividad de
regeneracion y una restriccion de la expansion intersticial y la persistencia de la estabilizacion del estado clinico del
perro. En este articulo de revista, se describié que estos resultados demuestran que las células MuStem podrian
proporcionar una via terapéutica atractiva para los pacientes con DMD.

Estos trabajos se basaron en el aumento de la fuerza muscular, mas fibras musculares, una mejor estructura de la
célula y la reposicion de proteinas como criterios de valoracion de control. Sin embargo, no se identificé ningdn
mecanismo genético/bioquimico subyacente que se pudiera utilizar para mejorar la terapia o utilizar como
herramientas para la identificacion y seleccion de agentes profilacticos o terapéuticos tales como agentes de
trasplante de células o prototipos de farmacos. Por el contrario estos estudios indicaron que sus efectos actuaban a
través de la supervivencia de las células de los donantes, el desarrollo y funcionamiento per se. La transcripcion y
traduccion de los genes que conducen a la reparacion genética no se ha abordado con seriedad en la profilaxis y el
tratamiento clinico de la enfermedad.

Una enfermedad importante es la diabetes. La diabetes es la principal causa de insuficiencia renal y amputaciones
de miembros inferiores no traumaticas entre los adultos del mundo. Se ha estlmado que en 2010, en los Estados
Unidos se han gastado 198 mil millones de ddlares en el tratamiento de la diabetes’. Se estima que 285 millones de
adultos tenian diabetes de Tipo I, lo que representa aproximadamente el 90 % de los casos de diabetes en 20102,
La diabetes afecta a ~ 25 % de la pobIaC|on occidental y aumenta de manera constante® y es un importante factor de
riesgo de enfermedad cardiovascular®. Los estudios epidemioldgicos y en gemelos han indicado claramente un
factor poligenético importante en el desarrollo de la resistencia a la |nsuI|na una caracteristica clave de la diabetes
de Tipo Il, que también estuvo influenciado por factores ambientales®®

Estudios previos demostraron la importancia del misculo esquelético en el desarrollo de resistencia a la insulina.
Los ratones con Glut-4 especmco del musculo desactivado eran resistentes a la insulina e intolerantes a la glucosa
desde una edad temprana Un defecto alslado en la proteina quinasa C-A en el musculo induciria obesidad
abdominal y otras anomalias metabolicas®. Por el contrario, la inactivacion de LKB1 especifica del musculo (una
serina/treonina quinasa que es un regulador negatlvo de la sensibilidad a la insulina) aumentaba la sensibilidad a la
insulina y mejoraba la homeostasis de la glucosa Estos estudios sugieren que los defectos en el transporte de la
glucosa del musculo esquelético pueden ser factores clave en el desarrollo de la resistencia a la insulina.
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Se produjo una hiperglucemia e hiperinsulinemia atenuada y una mejor tolerancia a la glucosa del ratéon KK con
xenotrasplantes de mioblastos esqueléticos humanos (hSkMs)m. Los mioblastos esqueléticos son células
mononucleadas precursoras del musculo capaces de fusionarse con las fibras musculares de diferentes tipos y
desarrollarse en el fenotipo del hospedador1 . Mediante fusién natural con fibras de musculo esquelético de raton
KK, los mioblastos humanos implantados formaron fibras musculares hibridas en el raton KK.

A pesar de que este trabajo se realizd en la diabetes, nadie ha identificado ninguna alteracion subyacente del
transcrito de genes de mliltiples genes o genomas. De hecho, las ensefianzas y conclusiones de estos trabajos
indicaban que cualquier mejora encontrado podria ser el resultado de la supervivencia de las células del donante, el
desarrollo y el funcionamiento sin reparacion genética. En consecuencia, cualquier nueva informacion y modalidades
de tratamiento en esta area que vaya mas alla de este conocimiento basico puede proporcionar un beneficio
incalculable a la profilaxis y el tratamiento clinico de la enfermedad

Sumario de la invenciéon

Se han producido algunos avances en la terapia de trasplante de musculo a lo largo de los afios, comenzando con el
trabajo fundamental de Peter K. Law. Sin embargo, no ha habido ningiin conocimiento especifico o entendimiento de
que los sintomas de diversas enfermedades pudieran aliviarse mediante cambios en la calidad y cantidad de los
transcritos directos de multiples genes. En una realizacion descrita en este documento, se ha demostrado
sorprendentemente, por primera vez que los cambios en la cantidad y calidad de las transcripciones directas de
multiples genes, podria tener como resultado un alivio de la enfermedad utilizando un modelo animal genéticamente
anormal de la diabetes de Tipo Il.

Se encontré sorprendentemente que la transferencia de mioblastos en los musculos de diabéticos Tipo Il produce
cambios en los transcritos de genes (no proteina) en multiples vias relacionadas con la resistencia a la insulina. Si
unimos el desarrollo de la tecnologia de transferencia de mioblastos en la DMD, la cardiomiopatia y la diabetes de
Tipo |l, este descubrimiento demuestra inesperadamente que la transferencia de mioblastos media su efecto a
través de la transferencia de los nucleos de mioblastos normales que suministran el genoma humano completo,
ademas de reponer simplemente el gen o genes aberrantes que faltan. Los genes de reemplazo se transcriben a
continuacioén para producir las proteinas o factores necesarios para la reparacion genética. Se encontré un variedad
de usos de este descubrimiento, incluido el tratamiento de la enfermedad, la prevenciéon de enfermedades, el
descubrimiento de farmacos y la seleccion de células superiores y los clones para la terapia.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Comparacion de los niveles de transcritos de genes de la via de sefializacion de la insulina en los
grupos KK hSkM, KK control y KK fibroblasto en ayunas.

Figura 2. Comparacion de los niveles de transcritos de genes mitocondriales en los grupos KK hSkM, KK control
y KK fibroblasto en ayunas.

Tratamiento y prevencion de enfermedades
En general, los sintomas de la DMD, de la cardiomiopatia y de la diabetes de Tipo Il se pueden prevenir y aliviar.

Un procedimiento de tratamiento de la diabetes de Tipo Il en un paciente en necesidad del mismo puede
comprender por ejemplo: determinar o verificar el estado de la diabetes de Tipo Il del paciente; suministrar un
genoma humano completo al paciente a través de la transferencia de nucleos de mioblastos, que comprende las
etapas de: a. cultivar un suministro de mioblastos de una biopsia muscular de un donante que es genéticamente
normal con respecto a la sensibilidad a la insulina; b. administrar una dosis terapéuticamente efectiva de un
inmunosupresor al paciente; c. a continuacion, seleccionar y administrar del suministro una dosis terapéuticamente
eficaz de mioblastos a al menos un musculo del paciente, d. permitir la insercién de los nucleos de mioblastos del
donante, cada uno de los cuales contiene un complemento completo de genes normales, en las células musculares
genéticamente anormales del paciente para efectuar la reparacion por complementacion genética y e. permitir que
los mioblastos del donante se fusionen entre si para formar fibras musculares genéticamente normales; mediante lo
cual se mejora la homeostasis del musculo mediada por glucosa, siendo detectable mediante la medicion de una
mejora en el estado de la diabetes de Tipo Il del paciente.

Los mioblastos cultivados pueden ser mas histoincompatibles con el paciente y derivar de un donante
genéticamente normal. El donante puede por ejemplo ser seleccionado de un grupo genéticamente normal,
incluyendo, pero sin limitarse al padre o a un hermano varén del hospedador.

Los mioblastos cultivados se pueden obtener de la biopsia muscular del paciente antes de que el paciente haya
desarrollado diabetes de Tipo Il. La medicion de la mejora en el estado de la diabetes de Tipo Il del paciente puede
llevarse a cabo mediante la deteccion de cambios en la cantidad o calidad de los transcritos directos de multiples
genes que proporcionan alivio de los sintomas de la enfermedad.

La dosis terapéuticamente eficaz de los mioblastos cultivados puede ser por ejemplo aproximadamente 50 mil
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millones de células para la diabetes de Tipo Il y esta dosis puede administrarse en aproximadamente 100 millones
de células por ml. El inmunosupresor puede comprender ciclosporina administrada por via oral a 5-7 mg/kg de peso
corporal por dia, comenzando cinco dias antes de la implantacion de los mioblastos y eliminandose completamente
a las tres semanas después de la operacion. El nivel valle de ciclosporina en sangre total puede controlarse
semanalmente y reajustarse la dosis de ciclosporina seguin sea necesario para mantener un nivel en sangre de
aproximadamente 250 ng/ml hasta la ultima semana cuando comienza la eliminacion.

Un procedimiento de prevencion de la diabetes de Tipo Il en un paciente, puede comprender, por ejemplo: revisar el
estado potencial de la diabetes de Tipo Il del paciente; suministrar un genoma humano completo al paciente a través
de la transferencia de nucleos de mioblastos, que comprende las etapas de: a. cultivar un suministro de mioblastos
de una biopsia muscular de un donante que es genéticamente normal con respecto a la sensibilidad a la insulina; b.
administrar una dosis terapéuticamente efectiva de un inmunosupresor al paciente; c. a continuacion, seleccionar y
administrar del suministro una dosis terapéuticamente eficaz de mioblastos a al menos un musculo del paciente, d.
permitir la insercidon de los nucleos de mioblastos del donante, cada uno de los cuales contiene un complemento
completo de genes normales, en las células musculares genéticamente anormales del paciente.

Un procedimiento de tratamiento de una enfermedad genética en un hospedador mediante el suministro de un
genoma completo de la especie del hospedador a través de la transferencia de nucleos de mioblastos, puede
comprender, por ejemplo, las etapas de: a. cultivar un suministro de mioblastos genéticamente normales de una
biopsia muscular de un donante genéticamente normal; b. administrar una dosis terapéuticamente efectiva de un
inmunosupresor al paciente; c. a continuacion, seleccionar y administrar de dicho suministro una dosis
terapéuticamente eficaz de mioblastos a al menos un musculo del hospedador, d. permitir la insercién de los nucleos
de mioblastos del donante, cada uno de los cuales contiene un complemento completo de genes normales, en las
células musculares anormales del paciente para efectuar la reparacion por complementacion genética y e. permitir
que los mioblastos del donante se fusionen entre si para formar fibras musculares genéticamente normales;
llevandose a cabo la deteccion de la mejora en el hospedador, incluyendo la capacidad locomotora, la
eyeccion/vascularizacion sanguinea y la transferencia de sustancias bioquimicas o iones a través de la membrana
de la célula muscular.

Uso en el descubrimiento de farmacos

Una realizacion preferida proporciona un ensayo de descubrimiento de farmacos para seleccionar un farmaco
prototipo para la terapia con mioblastos de la diabetes de Tipo Il que comprende la deteccién de un aumento de la
transcripcion de genes de uno o mas de un grupo de 22 genes implicados en la via de sefializacion de la insulina o
de uno o mas de un grupo de 27 genes implicados en la biogénesis y la funcién mitocondrial, en la que el gen es uno
0 mas seleccionados del grupo que consiste en Bcl211, Cox10, Cpt1b, Slc25a22, SIc25a25, Stard3, Timm17b, y
Tomm40 o el gen es uno o mas seleccionados del grupo que consiste en Acaca, Aebp1, Cfd, Gpd-1, Jun,
PPARgamma, Ptpn1 y UCP1.

En una realizacion, los transcritos de ARN se someten a ensayo y la presencia o cantidad de la transcripcion de
ARN se utiliza para seleccionar un farmaco prototipo con expectativas clinicas o para su uso en la profilaxis de la
diabetes de Tipo Il o el alivio de los sintomas. En otra realizacion, se usa un bioensayo de la actividad de producto
de transcripcion del gen para seleccionar el farmaco prototipo.

Estos genes, transcritos de genes y proteinas producidos a partir de ellos se pueden detectar mediante una amplia
variedad de procedimientos como facilmente apreciara un experto en la materia. El descubrimiento y desarrollo de
farmacos implica la identificacion y seleccion de los marcadores clave. Aunque se sabe que en la via de sefalizacion
de la insulina y en la biogénesis y funcion mitocondrial estan implicados diferentes genes, las realizaciones
proporcionan un conjunto mas valioso de genes que sorprendentemente se ha visto que es mas valioso en el
contexto de terapia con mioblastos y se prefieren. La expresion preferencial de un gen mencionado anteriormente es
particularmente preferido para la seleccion de compuestos prototipo plomo en el descubrimiento de farmacos
destinados a la prevencién o tratamiento de la diabetes de Tipo Il.

Otra realizaciéon proporciona un procedimiento de seleccidn realizado en modelos animales no humanos
genéticamente obesos de la diabetes de Tipo Il para el descubrimiento de un farmaco o candidato para la terapia
con mioblastos util para el tratamiento de la diabetes, que comprende la exposicion de un compuesto de ensayo a
un grupo de mioblastos in vitro, ex vitro, o in vivo, ensayando la actividad génica de uno o mas de un gen
seleccionado del grupo que consiste en Bc1211, Cox10, Cptlb, S1c25a22, S1¢25a25, Starch3, Timm17b y Tomm40,
o del grupo que consiste en Acaca, Aebp1, Cfd, Gpd- UCP1 y usando un resultado positivo de la actividad génica
para determinar el valor del compuesto de ensayo para el tratamiento de diabetes. En una realizacion, el
procedimiento comprende la deteccion de transcritos de genes. En una realizacion, el procedimiento comprende la
deteccion de la actividad de una proteina traducida del transcrito del gen. En una realizacién, el procedimiento
comprende la deteccién inmunoldgica de una proteina traducida del gen transcrito.

Suministro del genoma mediante inyeccién de células

Anteriormente, los trabajadores en este campo, invariablemente inyectaban células en pacientes usando una
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solucién salina y otro medio definido o parcialmente definido como la solucién de vehiculo. El inventor encontrd
sorprendentemente que la inyeccion de mioblastos utilizando el suero del hospedador promovia la supervivencia y el
desarrollo de las células. Se prefiere el suero coagulado debido a la facilidad de preparaciéon, aunque también se
contempla el suero con factores de angiogénesis afadidos y el uso del plasma del paciente como medio para las
células inyectadas.

Se encontrd que una concentracion celular alta del inyectado, 100 millones de células por ml, mejora la fusion y el
desarrollo de células después de la inyeccion. La técnica preferida es el tratamiento de la parte inferior corporal para
los pacientes jovenes como nifios con DMD entre 5 a 12 afos y el tratamiento de la parte superior corporal para los
pacientes mayores como nifios con DMD entre 12 a 18 afios. El mas preferido es el tratamiento de todo el cuerpo
("WBT”) en los pacientes con edades entre 5y 18 afios. El WBT es el mas preferido para los pacientes con diabetes
de Tipo Il de todas las edades. EI WBT implica la inyeccion de 50 mil millones de mioblastos en 80 grupos
musculares grandes del paciente.

Para la inyeccién se pueden usar células de volumen de tamafio mas pequefio para proporcionar una mayor relacion
entre el ADN y la masa celular. Los tamafios de las células de diametro promedio preferidos son 7 a 10 ym. El
tamafio medio de célula puede ser 12 um o menos y puede ser tan solo de 7 ym. Una suspension de células en un
medio de proteinas de la sangre del paciente, tal como suero o plasma, se puede proporcionar, por ejemplo, para su
uso en un procedimiento de tratamiento de la diabetes de Tipo Il en un paciente en necesidad del mismo,
comprendiendo el procedimiento: determinar o verificar el estado de la diabetes de Tipo Il del paciente; suministrar
un genoma humano completo al paciente a través de la transferencia de nucleos de mioblastos, que comprende las
etapas de: a. cultivar un suministro de mioblastos de una biopsia muscular de un donante que es genéticamente
normal con respecto a la sensibilidad a la insulina; b. administrar una dosis terapéuticamente efectiva de un
inmunosupresor al paciente; c. a continuacion, seleccionar y administrar del suministro una dosis terapéuticamente
eficaz de mioblastos a al menos un musculo del paciente, d. permitir la insercién de los nucleos de mioblastos del
donante, cada uno de los cuales contiene un complemento completo de genes normales, en las células musculares
genéticamente anormales del paciente para efectuar la reparacion por complementacion genética y e. permitir que
los mioblastos del donante se fusionen entre si para formar fibras musculares genéticamente normales; mediante lo
cual se mejora la homeostasis del misculo mediada por glucosa, siendo detectable mediante la medicion de una
mejora en el estado de la diabetes de Tipo |l del paciente. Dichas suspensiones, sin embargo, se pueden suministrar
para otros métodos detallados en el presente documento.

Marcadores para la seleccion de células utilizadas en la terapia de trasplante

Sorprendentemente, se descubrid que los mioblastos, que exhiben actividades de transcripcion inusualmente
elevadas de ciertos genes proporcionan un beneficio superior para la terapia con mioblastos de la diabetes de Tipo
II. En particular, dicha expresion génica se puede utilizar para la seleccion de células para la clonacion y para el
cultivo para proporcionar preparaciones de células mejoradas para la terapia. La deteccion de la actividad del
producto de transcripcion del gen se puede utilizar para seleccionar la mejor célula o cultivo de células. En una
realizacion preferida, el gen es uno o mas seleccionado del grupo que consiste en Bcl211, Cox10, Cpt1b, Slc25a22,
SIc25a25, Stard3, Timm17b, and Tomm40 o el gen es uno o mas seleccionado del grupo que consiste en Acaca,
Aebp1, Cfd, Gpd-1, Jun, PPARgamma, Ptpn1y UCP1. Estos genes, transcritos de genes y proteinas producidos a
partir de ellos se pueden detectar mediante una amplia variedad de procedimientos como apreciara facilmente un
experto en la materia.

Composiciones y preparaciones de composiciones

En particular, la presente invencion se refiere a una composicion que comprende una cantidad de suministro de
mioblastos genéticamente normales cultivados que suministran un genoma completo de la especie del hospedador
para su uso en el tratamiento de una enfermedad genética en un hospedador, en el que esta comprende los
mioblastos en el suero del hospedador. En una realizacion preferida, la enfermedad genética es la diabetes de Tipo
I

En una realizacion preferida, el suero del hospedador es suero coagulado.

El diametro medio de los tamarios de las células es preferentemente 12 um o menos, se prefieren particularmente
7a 10 um.

En otra realizacion, la dosis de los mioblastos cultivados es de aproximadamente 50 mil millones de células para su
uso en el tratamiento y/o prevencion de la distrofia muscular y para su uso en el tratamiento y/o prevencion de la
diabetes de Tipo I, administrandose dicha dosis a una dosis de aproximadamente 100 millones de células por ml de
suero del hospedador.

Una dosis de aproximadamente mil millones de células para su uso en el tratamiento de la miocardiopatia también
se puede administrar en dosis de aproximadamente 100 millones de células por ml de suero del hospedador.

En una realizacion, los mioblastos cultivados son histoincompatibles con el hospedador y en la que el hospedador se
trata previamente con un inmunosupresor que comprende ciclosporina. El donante del que se obtienen se puede
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seleccionar de un grupo genéticamente normal, incluyendo, pero sin limitarse al padre o hermanos varones del
hospedador. Ademas, se puede haber obtenido una biopsia de musculo del donante antes de ser miopatico el
hospedador.

En una realizacion, un ensayo de descubrimiento de farmacos se utiliza para seleccionar un prototipo para la terapia
con mioblastos de la diabetes de Tipo Il que comprende la deteccion de aumento de la transcripcion génica, en la
que el gen es uno o mas seleccionados del grupo que consiste en Bcl211, Cox10, Cptlb, Sic25a22, Slc25a25,
Stard3, Timm17b y Tomm40 o el gen es uno o mas seleccionados del grupo que consiste en Acaca, Aebp1, Cfd,
Gpd-1, Jun, PPARgamma, Ptpn1 y UCP1.

Ejemplo: Implantacion intramuscular de mioblastos esqueléticos humanos (hSkM)

Este ejemplo muestra un perfil de expresion génica subyacente de la via de sefalizacion de la insulina, la biogénesis
y la funcién mitocondrial, y demuestra el efecto de la aplicacion segun se reivindica en realizaciones en el presente
documento.

Ratones KK diabéticos se dividieron en tres grupos: grupo KK control con inyeccién de medio basal (M199); grupo
KK fibroblastos con trasplante de fibroblastos humanos; grupo de KK mioblastos con el trasplante de hSkM. Ratones
C57BL recibieron trasplante de hSkM como un control normal. Las células fueron trasplantadas en los musculos de
las extremidades traseras. Todos los animales fueron tratados con ciclosporina solamente durante 6 semanas. Se
realizaron pruebas de tolerancia a la glucosa. Los ratones se sacrificaron en un estado de ayuno a las 12 semanas
después del trasplante celular. Los musculos implantados se retiraron y se procesaron para el estudio de perfiles de
expresion génica.

Animales y dietas — Los ratones KK fueron adquiridos de Jax Lab, Maine, EE.UU.. Se trata de un modelo de animal
genetlcamente obeso de la diabetes de Tipo Il y se caracteriza por hiperglucemia, hiperinsulinemia e intolerancia a Ia
glucosa Estos eran aproximadamente un 34 % mas pesados que el ratén C57BL a las 14-16 semanas de edad'®
Los animales fueron alojados individualmente en jaulas de plastico en una habitacion con aire acondicionado a 25 °C
con un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad (luz: de 9:00 am a 9:00 pm) y libre acceso a los alimentos
(PMI 5K52 Nutrition International LLC, EE.UU.) y al agua (agua del grifo). A la edad de 14-16 semanas, se estudio la
hiperglucemia de los ratones y se uso6 para el experimento. Se utilizaron los ratones KK que cumplian los siguientes
criterios: (1) glucosa sanguinea en ayunas > 6,5 mmol/l y (2) glucosa sanguinea > 20 mmol/l a los 30 min 0 60 min 'y
> 11 mmol/l a las 2 horas durante GTT"°

Prueba de tolerancia a la glucosa (GTT) — A todos los ratones utilizados en el estudio se les realizé la GTT.
Después de ayuno durante la noche (aproximadamente 16 horas), el ratdn se inyecté intraperitonealmente (i.p.) con
1 g/kg de peso corporal de glucosa diluida en agua destilada (100 mg/ml). Las muestras de sangre de la vena de la
cola se recogieron a los 0 (antes de la inyeccion de glucosa), 30, 60 y 120 min después de la inyeccion de glucosa.
La concentracion de glucosa en sangre se determiné con el glucometro Accu-Chek Advantage (Roche, Alemania).

Cultivo de hSkM vy fibroblastos humanos - Se cultlvaron mioblastos esqueléticos humanos fueron y se
propagaron en matraces de cultivo de tejidos de 225 mm? y se mantuvieron con M199 suplementado con suero fetal
bovino 10 %, 10 ng/ml de FGF (M199 10 %) a 37 °C en una incubadora de CO; 5 % hasta la confluencia. La pureza
y la uniformidad del cultlvo de hSkM se evaluaron para determinar la expresion de desmina y CD56 tal como se ha
descrito anteriormente’®™. Los fibroblastos humanos se obtuvieron del laboratorio del Profesor Asociado Toan
Thang Phan, Departamento de Cirugia, Universidad Nacional de Singapur, Singapur.

Marcado celular y trasplante - Las células se marcaron con 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Sigma, EE.UU.)
durante la noche antes del trasplante de células'®

Los ratones KK que cumplan los criterios de diabetes fueron asignados al azar en tres grupos: grupo KK control (n =
8): recibié 1,5 ml de M199 solamente, grupo de KK fibroblastos (n = 8): recibié 1,5 ml de M199 que contenla 3x10’
fibroblastos humanos y grupo de KK mioblastos (n = 8): recibio 1,5 ml de M199 que contenia 3x10” de hSkMs. El
ratén C57BL se usé como un control normal para determlnar los efectos secundarios relacionados con el trasplante
de hSKM y recibié 1,5 ml de M199 que contiene 3x10” de hSkMs. Se inyectaron con anestesia a los ratones un total
de 20 inyecciones en el musculo bilateral de la cara anteromedial del muslo, en los musculos de la cara posterior de
la pata y en los musculos de la region glutea. Después de la inyeccion, los ratones fueron devueltos a sus jaulas
para la recuperacion. Todos los animales recibieron tratamiento con ciclosporina (10 mg/kg/dia) durante 3 dias antes
del tratamiento hasta 6 semanas después del tratamiento. Después de tomar muestras de sangre, los animales
fueron sacrificados a las 12 semanas. Estudios de inmunohistoquimica — Los crio-cortes DAPI+ de los musculos
esqueléticos de ratones que fueron explantados a las 12 semanas después del trasplante de células se
inmunotifieron para la expre3|on de distrofina para determinar la integracion de los nucleos de hSkM en las fibras del
musculo esquelético de raton'®. Brevemente, los cortes de tejido se fijaron en metanol 100 % a -20 °C durante 20
min seguido de incubacién con Triton-100 0,1 % durante 10 min a 4 °C. Después del bloqueo, se administraron las
soluciones primarias de anticuerpos que contienen anticuerpo anti-distrofina de conejo (SC-15376, Santa Cruz,
EE.UU.) en la dilucién 1:50 en las muestras y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de
esto, se administré IgG anti-conejo de cabra conjugada con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (F-4890, Sigma,
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EE.UU.) en la dilucién 1:200 durante 1 hora. Después de lavar a fondo, las muestras fueron contratefiidas con
yoduro de propidio y se observaron al microscopio de fluorescencia Olympus BX41 (Olympus, Japoén) y las
imagenes se registraron utilizando una camara digital con Olympic Micro Image (Olympus, Japén).

Aislamiento de tejidos musculares y preparacion del ARN total - Después del sacrificio, se separaron
inmediatamente los musculos esqueléticos del ratén de la cara anteromedial del muslo, se recogieron y se
conservaron en nitrogeno liquido. EI ARN total se extrajo de muestras de musculo congeladas con el reactivo Trizol
(Invitrogen, EE.UU.) segun las instrucciones del fabricante. La concentracion y pureza del ARN se determiné por
Nanodrop. Se us6 ADNasa | (Fermentas, EE.UU.) para eliminar la contaminacion de ADN del ARN total. EIl ADNc se
sintetizé utilizando el kit de sintesis de la primera hebra de ADNc Maxima® (Fermentas, EE.UU.) a partir de 1 ug de
ARN total. Se us6 1 ul (~ 1 ug) de ADNc para una microplaca. El ciclo de PCR en tiempo real se realizé de acuerdo
con las instrucciones del Manual del Usuario RT? Profiler™ PCR Array. Un cambio en el nivel de expresion del gen =
2 veces se consideraria significativamente aumentado entre los grupos, mientras que un cambio en el nivel de
expresion <0,5 veces se consideraria significativamente reducido entre los grupos. El nivel de expresion del gen se
confirmé y cuantific6 mediante PCR cuantitativa (QPCR) usando ADNc. Para confirmar el nivel de expresion génica,
se utilizé el Maxima® SYBR Green qPCR Master Mix (2X) (Fermentas, EE.UU.). Los cebadores fueron disefiados
utilizando el software Primer Premier 5 (Premier Biosoft, EE.UU.). Las secuencias se podian obtener por solicitud. El
protocolo de ciclado térmico QPCR durante 40 ciclos se program6 como sigue: 1 ciclo de desnaturalizacion inicial
durante 10 min, a continuacion, desnaturalizaciéon a 95 °C durante 15 segundos, hibridacion durante 30 segundos y
extension a 72 °C durante 30 segundos.

Los kits de matriz de PCR para los perfiles de expresion de genes en el musculo esquelético de la via de la insulina
y la biogénesis y funcién mitocondrial de ratdn se adquirieron en SABiosciences, EE.UU. El Mouse Insulin Signalling
Pathway RT® Profiler™ PCR Array (Cat PAMM-030, QIAGEN-SAbiosciences, EE.UU.) determina el perfil de
expresion de 84 genes relacionados con la funcién de los genes sensibles a la insulina. La insulina media un amplio
espectro de respuestas bioldgicas asociadas con la captacién de glucosa, glucégeno, lipidos y la sintesis de
proteinas, la activacion de la transcripcion, el crecimiento y la diferenciacion celular.

El Mouse Mitochondria RT? Profiler™ PCR Array (PAMM-087, QIAGEN-SAbiosciences, EE.UU.) determina el perfil
de expresion de 84 genes implicados en la biogénesis y funcion del organulo neuralgico de la célula. Los genes
controlados por esta matriz incluyen reguladores y mediadores del transporte molecular mitocondrial no solo de los
metabolitos necesarios para la cadena del transporte de electrones y la fosforilacion oxidativa, sino también de los
iones necesarios para el mantenimiento de la polarizacién de la membrana mitocondrial y el potencial importante
para la sintesis de ATP. El metabolismo y la produccién de energia no son las Unicas funciones de las mitocondrias.
Los genes de la ruta de apoptosis intrinseca activada por la sefializacion del dafio intracelular también se incluyen
en esta matriz.

Anadlisis estadistico:- El analisis estadistico se realizé con el programa SPSS 20. Todos los datos se presentan
como la media + el error estandar. El area bajo la curva de las mediciones de glucosa de 4 puntos se utilizé para
comparar la diferencia entre los tres grupos por ANOVA. Un valor de probabilidad de p <0,05 se consideré una
diferencia significativa entre los grupos.

Resultados: Los hSkM sobrevivieron ampliamente en los musculos del hospedador a las 12 semanas después del
trasplante celular. La prueba de tolerancia a la glucosa mostré una disminucion significativa de la glucosa en sangre
en ratones del grupo de KK mioblastos en comparacion con los grupos KK control y KK fibroblastos. Los patrones de
transcripcion de la via de sefializacion de la insulina mostraron alteraciones en el grupo de KK mioblastos en
comparacion con el grupo KK control (23 genes), el grupo de KK fibroblastos (8 genes) y el grupo de ratones C57BL
(8 genes). Los patrones de transcripcion de la biogénesis y la funcion mitocondrial también mostraron alteraciones
en el grupo de KK mioblastos en comparacion con el grupo KK control (27 genes), el grupo de KK fibroblastos (9
genes) y el grupo de ratones C57BL (6 genes).

Sorprendentemente, se encontrd, y por primera vez, que el trasplante de hSKM tenia como resultado cambios en la
transcripcion de genes con multiples genes implicados en la via de sefializacion de la insulina y en la biogénesis y la
funcién mitocondrial. Esto fue acompafiado con una mejora en la tolerancia a la glucosa y la reduccién de la
hiperglucemia en el ratén KK diabético.

Peso corporal — Los pesos corporales medios de los cuatro grupos de animales a las 12 semanas después del
tratamiento fueron: grupo de KK control = 32,3 + 1,3 gramos, KK fibroblastos = 33,1 + 1,7 gramos y grupo KK
mioblastos = 30,4 + 1,2 gramos y el grupo de ratones C57BL = 22,9 + 0,5 gramos. El peso corporal de los ratones
KK fue significativamente mayor que el de los ratones C57BL (p <0,05 para todos). Aunque hubo una tendencia
hacia la disminucién del peso corporal en el grupo de KK mioblastos, no se encontré diferencia significativa entre los
dos grupos KK.

Homeostasis de la glucosa y analisis de la integracion celular — Resultados de la homeostasis de la glucosa de
raton a las 12 semanas después del tratamiento: la HbAIc del grupo de KK mioblastos se habia reducido
significativamente en comparacién con KK control y KK fibroblastos. Sin embargo, seguia siendo significativamente
mayor que la del grupo C57BL, el cual sirvi6 como un control normal. La GTT mostré que en el grupo de KK
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mioblastos se habia reducido significativamente la concentracion de glucosa en plasma durante la GTT y de forma
similar a la del grupo C57BL. (frente a KK control y fibroblastos p <0,05 y frente a cualquier grupo KK: p <0,05).

Nucleos de hSkM integrados en las fibras musculares del hospedador: el marcado con DAPI de los nucleos de
hSkMs mostré un 100 % de eficiencia de marcado. Se determind la supervivencia de los hSkM DAPI positivo en la
inmunotincion del musculo esquelético del ratdon para la expresion de la proteina distrofina. El mismo tejido se
contratifid con yoduro de propidio para mostrar todos los nucleos. Una superposicion de las imagenes de estas dos
condiciones mostro la integracion de los nucleos de hSkM en musculo esquelético del ratén.

Mejora de la HbAlc y prueba de la tolerancia a la glucosa — el ensayo de la hemoglobina glicosilada demostré
que los ratones del grupo de KK mioblastos logran un control significativamente mejor de la glucosa después del
trasplante de hSkM. A las 12 semanas después del tratamiento, la HbA1c del grupo de KK mioblastos era
significativamente menor que la de los grupos KK control y fibroblastos (p <0,05 para ambos). La HbAlc del grupo
C57BL fue significativamente menor que la de cualquier grupo KK (p <0,05 para todos).

Se observé una disminucion significativa en la concentracion de glucosa en sangre en el grupo de KK mioblastos. A
las 12 semanas después del trasplante, los animales del grupo KK control y fibroblastos tenian hiperglucemia grave
e intolerancia a la glucosa. Por el contrario, los ratones del grupo de KK mioblastos mostraron una reduccion
significativa de la glucosa en sangre en comparacion con los grupos KK control y fibroblastos (p <0,05 para ambos),
llegando casi a un nivel similar al del grupo C57BL (p> 0,05).

Supervivencia e integracion de hSkM en el musculo esquelético del raton hospedador - La eficiencia del
marcaje de los hSkM fue del 100 % para DAPI. Se observé una amplia supervivencia de hSkM mostrada como como
nucleos DAPI + en el musculo esquelético del raton a las 12 semanas después del trasplante celular.

La inmunotincion del tejido DAPI+ para la expresion de distrofina mostré que los nucleos de hSkM estaban
colocalizados con los nucleos del hospedador en las mismas fibras musculares, lo que sugiere que los hSkM
integrados en las fibras del musculo esquelético formaban fibras musculares hibridas a medida que la distrofina se
alineaba en el limite de las fibras musculares esqueléticas.

Matriz de analisis de la expresion génica de la via de senalizacion de la insulina en el musculo anteromedial
del muslo

Grupo KK mioblastos frente al grupo KK control

Los ratones en el grupo de KK mioblastos en comparacién con el grupo de KK control que tenia 22 transcritos de
genes aumentaron y 1 disminuyo, el cual representaba el 27,4 % de los 84 genes seleccionados (Figura 1). La
mayor parte de los 22 genes aumentados pertenecian al metabolismo de las proteinas (13), crecimiento y
diferenciacion celular (9), via MAPK (6) y proteinas asociadas al receptor de insulina (6), factores de transcripcion y
reguladores (4), grupos funcionales del metabolismo de los hidratos de carbono (4 ). El Unico gen que tenia un
numero reducido de transcritos era el gen diana para el receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas
(PPARYy). Este es un novedoso e interesante hallazgo.

Grupo de KK mioblastos frente al grupo de KK fibroblastos

Los ratones del grupo de KK mioblastos en comparacion con el grupo de KK fibroblastos habia aumentado 8 (9,5 %
de 84) transcritos de genes (Figura 1). Los 8 genes pertenecian al metabolismo de las proteina (3), crecimiento y
diferenciacion celular (2), proteinas asociadas al receptor de insulina (1), factores y reguladores de la transcripcion
(3) y grupos funcionales de genes diana de PPARY (3).

Grupo de KK mioblastos frente al grupo C57BL

En comparacién con el grupo de ratones C57BL, los ratones del grupo de KK mioblastos tenian cambios en 8
transcritos de genes (Figura 1). Entre estos, 7 transcritos de genes aumentaron y 1 disminuyd. La mayoria de los 7
genes que habian aumentado pertenecian al metabolismo de las proteinas (4), via MAPK (2), metabolismo de los
hidratos de carbono (3) y grupos funcionales de la via de la PI-3 quinasa (2). El unico gen en el que habia
disminucion de la transcripcion era Glut-1. No hubo cambio en los transcritos del gen PPARYy.

Matriz de analisis de la expresion génica de la biogénesis y funcion mitocondrial en el musculo anteromedial
del muslo

Grupo de KK mioblastos frente al grupo de KK control

En comparacion con el grupo KK control, en el grupo KK mioblastos habian aumentado 27 (32,1 % de 84) transcritos
del gen (Figura 2). La mayor parte de los 27 genes pertenecian al transporte molécula pequefa (7), transporte
mitocondrial (7), translocacion de la membrana interna (5), proteinas de direccionamiento a la mitocondria (4),
importacion de proteinas mitocondriales (4), fision y fusién mitocondrial (4), localizacion mitocondrial (3 aumentos) y
traslocacion fuera de la membrana (2) y grupos funcionales de polarizacion y potencial de la membrana (2).
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Grupo de KK mioblastos frente al grupo de KK fibroblastos

En comparacién con el grupo de KK fibroblastos, el grupo de KK mioblastos solo habia aumentado 9 (10,7 % de 84)
transcripciones de genes (Figura 2). La mayoria de los 9 genes pertenecian al transporte de pequefia molécula (2),
transporte mitocondrial (4), translocacién de membrana interna (1), proteinas de direccionamiento a la mitocondria
(1), importacion de proteinas a la mitocondria (2), fision y fusion mitocondrial (1), translocacion fuera de la membrana
(1) y grupos funcionales de la polarizacion y potencial de membrana (2). Ningdn gen que pertenecia al grupo
funcional de localizacién mitocondrial mostré ninguna diferencia significativa entre los grupos de KK mioblastos y KK
fibroblastos.

Grupo de KK mioblastos frente al grupo C57BL

En comparacion con el grupo de ratones C57BL, el grupo de KK mioblastos tenian menos cambios de transcritos de
genes mitocondriales (Figura 2). Cinco transcritos de genes aumentaron y 1 transcrito de gen disminuy6. Los 5
genes pertenecian al transporte de molécula pequefa (1), transporte mitocondrial (2), translocacién a la membrana
interna (1), proteinas de direccionamiento a la mitocondria (4), importacion de proteinas a la mitocondria (4), fision y
fusion mitocondrial (1), localizacién mitocondrial (1 aumentd) y translocacion fuera de la membrana (2) y grupos
funcionales de la polarizacion y potencial de membrana (2). El Unico gen cuya transcripcion habia disminuido fue
SlIc25a25, que es un gen transportador de molécula pequefa.

Ningln gen que pertenezca al direccionamiento de proteinas a la mitocondria, importacion de proteinas a la
mitocondria y translocacién fuera de la membrana etc., grupos funcionales mostré ninguna diferencia significativa
entre los grupos KK mioblastos y C57BL.

El ejemplo sorprendentemente muestra que los perfiles génicos de la via de sefalizacion de la insulina y la
biogénesis y funcion mitocondrial cambiaron en los musculos esqueléticos de raton KK después del trasplante de
hSkM, como cambios documentados en los transcritos de genes. Hay 23 (27,4 %) y 27 (32,1 %) transcritos de
genes, de la via de sefalizacion de la insulina y la biogénesis y funcién mitocondrial, respectivamente, que
cambiaron en el musculo esquelético de ratén KK después del trasplante de hSkM en comparacién con el ratén KK
control. Sin embargo, el numero de genes se redujo a 8 (9,5 %) y 9 (10,7 %) en comparacion con el grupo de KK
fibroblastos y 8 (9,5 %) y 6 (7,1 %) en comparacion con el grupo de ratones C57BL. Estos indicaron que el trasplante
de hSkM en musculo esquelético del raton KK cambid el nivel de expresion de genes implicados en la via de
sefializacion de la insulina y en la biogénesis y funcion mitocondrial. Sin desear estar vinculado por ninguna teoria o
“quid de la cuestiéon” para esta realizacion, se cree que estos cambios contribuyen directamente e indirectamente a
la reduccion de la hiperglucemia y a la mejora de la tolerancia a la glucosa.

Estos resultados muestran que el trasplante de hSkM logra una mejor homeostasis de la glucosa y una mejor
tolerancia a la glucosa, que se acompafia con una prolongacion de la supervivencia de hSkM en musculo
esquelético de ratén KK a las 12 semanas después del trasplante de células usando un tratamiento de supresion
inmunolégica transitoria. Los nucleos hSkM se integraron en las fibras del musculo esquelético del hospedador. La
fusion entre mioblastos del donante con fibras del musculo esquelético del hospedador formaron fibras musculares
hibridas. Sin desear estar vinculado por ninguna teoria o “quid de la cuestion” para esta realizacion, se cree que esto
podria ayudar a que el hSkM del donante escapase del rechazo inmunitario del hospedador tras la retirada del
tratamiento con ciclosporina, ya que las fibras musculares esqueléticas maduras no expresan antigenos del
complejo de histocompatibilidad mayor de clase 1", Los nucleos donantes también pueden co-expresar genes
exogenos junto con genes del hospedador en las fibras musculares hibridas. Los resultados del ejemplo demuestran
ademas que la implantacién de hSkM normal podria aumentar el nivel de expresiéon de 22 genes implicados en la via
de sefializacion de la insulina y 27 genes implicados en la biogénesis y funcién mitocondrial.

Se encontré que 23 genes de la via de sefializacion de la insulina cambiaron en el grupo de KK mioblastos en
comparacion con el grupo KK control: 22 aumentaron y 1 disminuyé. Excepto genes diana efectores secundarios
para el grupo funcional de sefializacién de la insulina, todos los demas grupos funcionales tienen genes que han
cambiado significativamente. Notablemente, la mitad de estos genes (56,55 %) de los 23 genes estan involucrados
en el metabolismo de las proteinas. La mayoria de ellos son multi-funcionales y estan involucrados en otros grupos
funcionales. Por ejemplo, Cebpa, Frs2, Hras1, Jun, Leptin, Raf y Shc1no solo estan involucrados en el crecimiento y
diferenciacion celular, sino también en el metabolismo de proteinas.

En comparacioén con el grupo de KK fibroblastos, 8 transcritos de genes aumentaron en el grupo de KK mioblastos:
Acaca, Aebp1, Cfd, Gpd-1, Jun, PPARYy, Ptpn1 y UCP1. En comparacién con el grupo de ratones C57BL, 7
transcritos de genes aumentaron y 1 disminuyé en el grupo de KK mioblastos: Braf, Frap1, Gpd-1, Igf2, Leptin,
Ppp1ca y UCP1 aumentaron, mientras que Glut-1 disminuyd. Se encontrd que solo los ratones KK que recibieron el
trasplante de hSkM habian mejorado significativamente la hiperglucemia, tolerancia a la glucosa y resistencia a la
insulina en comparacién no solo con ratones de control KK, sino también con ratones KK que recibieron el trasplante
de fibroblastos humanos. Sin embargo, el grupo de KK mioblastos no desarrollé la misma homeostasis de la glucosa
como el grupo de ratones C57BL. Por lo tanto, se observa sorprendentemente que Acaca, Aebp1, Cfd, Gpd-1, Jun,
PPARy, PTPN1 y UCP1 son mas importantes que los otros 15 genes restantes que contribuyen a la homeostasis de
la glucosa, en particular en el contexto de la terapia del trasplante de células. Los niveles de transcritos de los 15
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genes restantes fueron similares entre los grupos de KK mioblastos y fibroblastos.

Veintisiete genes de la biogénesis y funcion mitocondrial se incrementaron en el grupo de KK mioblastos en
comparacion con el grupo de KK fibroblastos. Todos los grupos funcionales tenian genes que cambiaron
significativamente en el grupo de KK mioblastos. La mitad de los genes (51,9 % de 27) estaban involucrados en el
transporte de moléculas pequeias (7) y el transporte mitocondrial (7). A excepcién de los genes del transporte de
moléculas pequefias, translocaciones de membrana interna y externa, la mayoria de los otros también son
multifuncionales y estan involucrados en otros grupos funcionales. Por ejemplo, Aip, Cpt1b y Grpel1 no solo estan
involucrados en el transporte mitocondrial, sino que también estan involucrados en la importaciéon de proteinas la
mitocondria y el direccionamiento de proteinas a la mitocondria.

Cuando se compara con el grupo de KK fibroblastos KK, el grupo de KK mioblastos mostraba aumentos de los
transcritos génicos en 9 genes: Bcl211, Cox10, Cpt1b, Slc25a22, Sic25a25, Stard3, Timm17b, Tomm40 y UCP1.
Cuando se compara con el grupo de C57BL, el grupo de KK mioblastos mostré incrementos de transcritos de genes
en 5 genes: Bcl2l1, Opal, Sfn, SIc25a22 y UCP1 y una disminucién de los transcritos de genes en 1 gen: Slc25a25.
Se encontré que solo los ratones KK que recibieron el trasplante de hSkM permiti6 mejorar sensiblemente la
hiperglucemia, tolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina en comparacion con los ratones KK control y KK
fibroblastos. No obstante, no desarrollaron la misma homeostasis de la glucosa como los ratones C57BL. Asi, se
encontré sorprendentemente que Bcl2l1, Cox10, Cpt1b, Slc25a22, Slc25a25, Stard3, Timm17b, Tomm40 son mas
importantes que los 19 genes restantes que contribuyen a la homeostasis de la glucosa, ya que los niveles de
transcripcion de los 19 genes restantes fueron similares entre los grupos de KK mioblastos y KK fibroblastos.

Los resultados muestran que el trasplante de Skm suplementa los genes que faltan que estan implicados en el
transporte y metabolismo de la glucosa. Los niveles de expresién de multiples genes implicados en la via de
sefializacion de la insulina y la biogénesis y funcién mitocondrial se incrementaron significativamente. Estos cambios
contribuyeron directa e indirectamente a mejorar el transporte y el metabolismo de la glucosa en los musculos
esqueléticos. Esto, a su vez, reduce la hiperglucemia y la hiperinsulinemia y mejora el fenotipo diabético de los
ratones KK.

En consecuencia, se demuestra sorprendentemente que el xeno-trasplante de hSkM normales en los musculos
esqueléticos de las extremidades del raton KK regulaba al alza la expresion de mdltiples genes implicados en la via
de sefializacion de la insulina y en la biogénesis y funcién mitocondrial. Esto estda acompafiado con una mejor
tolerancia a la glucosa y la reduccion de la hiperglucemia en el ratén KK. Los genes especificos descubiertos en este
contexto son herramientas Uutiles para el control del inicio, progresién y posible y terapia real por aumento celular de
la enfermedad (particularmente diabetes). La deteccion de uno o mas de estos genes es particularmente Util antes,
durante y después del tratamiento con agentes de alivio de la enfermedad, tales como el aumento celular tal como el
descrito aqui. Estos genes y sus productos también son Uutiles para la seleccion de clones de células superiores para
su uso en el campo emergente de la terapia celular. Un experto en la técnica apreciara facilmente formas de
seleccionar las células que sirven para el tratamiento y profilaxis de la enfermedad, usando uno o mas de los genes
particulares descritos aqui.

Las siguientes referencias desvelan procedimientos y materiales para la obtencion y crecimiento de las células, y
ensayo de sustancias bioquimicas (incluyendo proteinas y ADN/ARN) y marcadores celulares, particularmente, cada
etapa clinica, procedimiento y material utilizado para la biopsia de las células musculares, cultivo, identificacion y uso
se desvela en las referencias 10 y 13.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende una cantidad de suministro de mioblastos genéticamente normales, cultivados
que suministran un genoma completo de la especie del hospedador para su uso en el tratamiento y/o prevencion de
una enfermedad genética en un hospedador, caracterizada porque comprende los mioblastos en el suero del
hospedador.

2. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la enfermedad genética es la diabetes
de Tipo Il.

3. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, en la que el suero del hospedador es suero
coagulado.

4. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que la dosis de los mioblastos cultivados es
de aproximadamente 50 mil millones de células para su uso en el tratamiento y/o prevencion de la distrofia muscular
y para su uso en el tratamiento y/o prevencion de la diabetes de Tipo Il, administrandose dicha dosis a una dosis de
aproximadamente 100 millones de células por ml de suero del hospedador.

5. La composiciéon para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en la que los mioblastos cultivados son
histoincompatibles con el hospedador y en la que el hospedador se trata previamente con un inmunosupresor que
comprende ciclosporina.

6. Un ensayo de descubrimiento de farmacos para seleccionar un farmaco prototipo para la terapia con mioblastos
de la diabetes de Tipo Il que comprende la deteccion del aumento de la transcripcion de genes, en el que el gen es
uno o mas seleccionados del grupo que consiste en Bcl211, Cox10, Cptlb, Slc25a22, SIc25a25, Stard3, Timm17by
Tomm40 o en el que el gen es uno o mas seleccionados del grupo que consiste en Acaca, Aebp1, Cfd, Gpd-1, Jun,
PPARgamma, Ptpn1 y UCP1.

7. El ensayo de descubrimiento de farmacos segun la reivindicacion 6, en el que se ensayan los transcritos de ARN
y la presencia o cantidad de transcripcion de ARN se usa para seleccionar el farmaco prototipo.

8. El ensayo de descubrimiento de farmacos segun la reivindicacion 6, en el que se usa un bioensayo de actividad
del producto de transcripcion del gen para seleccionar el farmaco prototipo.

9. Un procedimiento de deteccion realizado en modelos animales no humanos genéticamente obesos de diabetes de
Tipo Il de descubrimiento de un farmaco o un candidato a terapia con mioblastos util para el tratamiento de la
diabetes, que comprende la exposiciéon de un compuesto de ensayo a un grupo in vitro, ex vitro o in vivo de
mioblastos, ensayando la actividad del gen de uno o mas de un gen seleccionado del grupo que consiste en Bcl211,
Cox10, Cpt1b, Slc25a22, SIc25a25, Stard3, Timm17b y Tomm40 o del grupo que consiste en Acaca, Aebp1, Cfd,
Gpd-1, Jun, PPARYy, Ptpn1 y UCP1 y usando un resultado positivo de la actividad del gen para determinar el valor
del compuesto de prueba para el tratamiento de la diabetes.

10. El procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que el procedimiento comprende la deteccion de transcritos de
genes.

11. El procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que el procedimiento comprende la deteccion de la actividad de
una proteina traducida a partir del transcrito del gen.

12. El procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que el procedimiento comprende la deteccién inmunoldgica de
una proteina traducida a partir del transcrito del gen.
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Figura 1.

Genes N2 de registro Categorias A Veces[:ie cambio c
Acaca NM_I33360 Genes diana para SREBP1 2,061 2,871 0,94
Aozl WM 015729 Metabolismo de los lipidos 11,23t 1,09 1,84

= Genes diana para PPARYT
“Wl NM m,& Factores y reguladores de la transcripcion 9,05-[ 2,01 f 1,71
Braf NM_139294 Via MAPK 2,57 0,84 2,25

Crecimiento y diferenciacién celular

Cobpa WNM_007678 Metabolismo de las proteinas 2,64t 1,47 1,36

Factores y reguladores de latranscripcion

Q’d NM_013459 Genes diana para PPARY 2,271 4’29T 1

Frap! WM_020009 Via de la PI-3 quinasa 11t 1,25 2,811

Metabolismo de las proteinas

Fr? NM_177793 Crecimiento y diferenciacion celular 4,21 0,91 0,79

Proteinas asociadas al receptor de insulina
Metabolismo de las proteinas

Cab? NM_OZJJ&G Proteinas asociadas al receptor de insulina 5’521. 0,7 0,86
Via MAPK

Metabolismo de las proteinas

Gﬂ-’ m_ﬂluzﬂ Metabolismo de los carbohidratos 9,38t 2'41T 2,511
Genes diana para PPARY
Hrasl N'MVMZN \(':,:cninrgi::tov diferenciacion celular 3,03T 1‘05 1’92

Metabolismo de las proteinas

gz NM_010%)5 Crecimiento y diferenciacién celular 19,7_1 1,92 3,517

fr32 N'M_mloﬂlﬁl: Crecimiento y diferenciacion celular 2,481 1.23 1.09

Proteinas asociadas al receptor de insulina

Crecimiento y dif iacié lul
Jm NM_010551 recimientoy diferendlacién celular 2,931 2,011 1,05
Genes diana primarios para la sefializacion de la
insulina
Metabolismo de las proteinas
Factores y reguladores de la transcripcidn

.chtin NM_D0E493 Metabolismo de los lipidos 2,031 1,95 30,31

Metabolismo de los carbohidratos
Metabolismo de las proteinas

Genes diana primarios para la sefializacién de la
insulina

Crecimiento y diferenciacién celular

Pparg NM 011138 Genes diana para PPARY 0,461 3,32t 0,59

Crecimiento v diferenciacién celular
Factores y reguladores de la transcripcion

Ppplea NM_O’I B3 Metabolismo de los carbohidratos 4,501 1,54 2,081

Proteinas asociadas al receptor de insulina
Metabolismo de las proteinas

Prpnl NM_O‘ 1201 Proteinas asociadas al receptor de insulina 2,621 4,661 1,65

Metabolismo de las proteinas

Rm NM_029780 Crecimiento y diferenciacién celular 2,511 0,97 0,8

Metabolismo de las proteinas
Factores y reguladores de la transcripcién

Skel NM_01£368 Crecimiento v diferenciacion celular 3,531 1,11 1,64

Proteinas asociadas al receptor de insulina
Metabolismo de los lipidos
Metabolismo de las proteinas

Via MAPK

Glup=i NM 011400 Metabolismo de los carbohidratos 2,251 0,98 0‘481
Via MAPK .

Apsdkal NM_009097 V:: de la PI-3 quinasa 2,58] 1,56 0,31

Metabolismo de las proteinas

UCP!  NM_D0946) Via MAPK 8,471 4,761 4,447
Via de la PI-3 quinasa
Metabolismo de las proteinas

t v |: regulacién al alza y regulacién a la baja significativa en el grupo de KK mioblastos comparado con el grupo de KK control (A),
grupo de KK fibroblastos (B) y grupo C57BL (C).
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Figura 2.
Genes N2 de registro Categorias Veces de cambio
A B C
-Aifm2 NM_178058 Genes apoptéticos 2,457 1,52 1,32
Aip NM_016666 Transporte mitocondrial 2,33t 1,21 0,85

Proteinas de direccionamiento a la mitocondria
Importacion de proteinas a la mitocondria

Bel211 NM_009743 Genes apoptéticos 13,41 3,687 3,03t
Transporte mitocondrial
Polarizacion y potencial de membrana

Importacién de proteinas .
Coxl0 NM_1783719 a la mitocondria 2317 2,521 11

Fisién y fusion mitocondrial

Cptib NM_009948 Transporte mitocondrial 16,331 2,061 1,72
Proteinas de direccionamiento a la mitocondria
Importacidn de proteinas a la mitocondria

Fis| NM_025562 Fisién y fusién mitocondrial 2,5t 1,24 1,39

Grpell NM_02447% Transporte mitocondrial 5,391 1,15 1,14
Proteinas de direccionamiento a la mitocondria
Importacién de proteinas a la mitocondria

Mfal NM_024200 Fisién y fusién mitocondrial 2,031 0,95 0,86
Localizacién mitocondrial

Mipep NM_(27436 Transporte mitocondrial 2,83t 1,43 1,46
Proteinas de direccionamiento a la mitocondria

Opal NM_133752 Traslocacién a la membrana interna 5,13 ¢ 0,95 2,13¢
Localizacién mitocondrial
Fisién y fusién mitocondrial |

Rhot2  NM_145999 Localizacién mitocondrial 2,641 1,06 1,23
S NM_018754 Genes apoptéticos 2,147 0,77 3,391
Sle25als NM_181325 Transporte de moléculas pequefias 2,55 ¢ 0,86 0,91
Sic25al6 NM_175194 Transporte de moléculas pequefias 3,01 1 1,23 0,76
Sle2s5al7 NM_0L{39%9 Transporte de moléculas pequefias 3,16 1 0,89 1,22
Sle25a20 NM_020520 Transporte de moléculas pequefias 3,31 1 1,13 0,59
Sle25a22 NM_026646 Transporte de moléculas pequefias 3,16 1 2,01+ 2,071
Slc25a25 NM_146118 Transporte de moléculas pequefias 2,53 | 2,91% 0,46 |
Sle25a27 NM_028711 Transporte de moléculas pequefias 4,26 [ 092 1,2 )
Stard] NM_021547 Transporte mitocondrial 2,87 1 2,23+ 1,31
Tez NM_181516 Traslocacién a lamembrana interna 4,89 ¢ 1,17 1,3
TimmITh NM_DI159t Traslocacién a la membrana interna 3,39 t 2,19 : 1,17
Timm22 NM_019§18 Traslocacién a la membrana interna 3 46 t 1,82 1,05
Timendd  NM_0611592 Traslocacién a la membrana interna 3 31 1 1,09 1,4
Tomm34 NM_025995 Traslocacion a lamembrana externa 3,27 ¢ 1,56 1,16
Tomm40 NM_DI16871 Traslocacion a la membrana externa 5,13 ¢ 3,46 1,59

Polarizacion y potencial de

UCPIL NM_003463 membrana 8,41 4,76 1
Transporte mitocondrial

4,44 T

* v |: regulacidn al alza y regulacion a la baja significativa en el grupo de KK mioblastos comparado con el grupo de KK control (A),

grupo de KK fibroblastos (B) y grupo C57BL (C).
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