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@Resumen:

Matriz extracelular y su uso para regular la
diferenciacion de células madre mesenquimales.

La presente invencion se refiere a una matriz
extracelular que comprende células productoras de
ECM, una lisil oxidasa (LOX), y proteina
morfogenética 6sea 1 (BMP1), y su uso para regular
la diferenciacion de células madre mesenquimales y
aumentar la sintesis y/o depésitos de colageno en
una matriz extracelular. La presente invencién
también se refiere a un método para obtener dicha
matriz extracelular que comprende incubar células en
presencia de una composicion que comprende una
lisil oxidasa, o un fragmento de la misma, y proteina
morfogenética ésea 1, o un fragmento de la misma.
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DESCRIPCION

MATRIZ EXTRACELULAR Y SU USO PARA REGULAR LA DIFERENCIACION DE
CELULAS MADRE MESENQUIMALES

La invenciéon se refiere a una matriz extracelular (ECM) con un incremento en el
depdsito de colageno que comprende una lisil oxidasa (LOX) y una proteina morfogenética
6sea 1 (BMP1), y su uso para regular la diferenciacion de células madre mesenquimales. La
invencion también describe un método in vitro para obtener dicha matriz extracelular. Por lo
tanto, la presente invencion se refiere a metodologia de cultivo celular, mas

especificamente, a incrementar la formacion de matrices extracelulares.

ESTADO DE LA TECNICA

La ingenieria tisular esta emergiendo como una poderosa estrategia terapéutica para
tratar tejidos lesionados o degenerados mediante la implantacion de elementos que imitan
tejidos y organos naturales, sintéticos o semisintéticos. Los biomateriales basados en
células derivadas de ECM aprovechan la capacidad inherente de las células para crear
estructuras supramoleculares altamente sofisticadas.

La matriz extracelular (ECM) es un microentorno dinamico que influye de manera
importante en una amplia variedad de procesos celulares, que incluyen proliferacion,
adhesion, migracion y diferenciacion celular, asi como que desempefa papeles
fundamentales en la homeostasis y la regeneracion de tejidos y 6rganos. La ingenieria
tisular ha aprovechado estas propiedades y los biomateriales basados en ECM son
actualmente una prometedora terapia para la reparacion y regeneracién de tejidos. En
comparacion con matrices artificiales, el uso de sustratos nativos de ECM permite una mejor
conservacion del microentorno de crecimiento celular apropiado, acelerando de ese modo la
reparacion del tejido dafiado. Por lo tanto, sigue habiendo un gran interés en el desarrollo de
técnicas y protocolos para mejorar la capacidad innata de las células para crear su propia
ECM in vitro. Sin embargo, a pesar de los progresos significativos, aun faltan condiciones
Optimas para una deposicion rapida y eficaz de los componentes de la ECM, principalmente
colageno, la biomolécula estructural mas importante. Este comportamiento se ha atribuido a
los medios de cultivo diluidos que limitan en gran medida las modificaciones extracelulares
post-traduccionales del colageno, en particular la escision del propéptido C, una reaccién
catalizada por la proteina C-proteinasa/proteina morfogenética 6sea 1 (BMP1) y la
formacion de entrecruzamientos covalentes, iniciada por miembros de la familia de la lisil
oxidasa (LOX). Estas actividades enzimaticas estan intimamente relacionadas ya que BMP1
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también cataliza la activacion proteolitica del precursor de LOX para producir la forma activa.

Con objeto de facilitar la deposicion de colageno en cultivos celulares se han
desarrollado distintos protocolos, incluyendo acido ascérbico y suplemento con suero. Se
disefid un método de interés basado en la adicion de macromoléculas inertes en los medios
de cultivo para imitar un espacio extracelular de alta densidad, un fendmeno biofisico
conocido como aglomeracién macromolecular. Bajo este principio, se ha descrito que la
adicion de sulfato de dextrano (DxS) o Ficoll™ aumenta la capacidad de depositar una
abundante matriz extracelular en diferentes cultivos celulares, incluidos fibroblastos,

queratinocitos, tenocitos o condrocitos.

Sin embargo, las condiciones convencionales de cultivo celular estan lejos de ser
ideales, por el hecho de que el microentorno diluido no favorece la produccién de
componentes de la ECM. Esto es particularmente evidente para el colageno, la biomolécula
estructural mas importante, ya que su sintesis y deposicion en la matriz esta limitada

enzimaticamente.

Las MSC constituyen interesantes candidatos para los protocolos biolégicos de
reparacion tisular basados en células debido a su gran capacidad proliferativa en cultivo, a la
vez que conservan su potencial de diferenciacion a multiples linajes mesenquimales.
Ademas de su indudable interés cientifico, la posibilidad de monitorizar y controlar el
proceso de diferenciacion de MSC es un requisito regulador y clinico fundamental. Por esta
razon, la regulacion molecular de la diferenciacion de MSC se ha estudiado ampliamente. La
mayoria de los estudios son in vitro, ya que la identidad de las MSC en sus tejidos de origen
in vivo permanece sin definir. Sobre la base de la informacién que obtenida a partir de
estudios de biologia del desarrollo de la esqueletogénesis embrionaria, se han investigado
varias rutas de sefalizacién y factores de transcripcion y se ha demostrado que
desempefan un papel fundamental en la diferenciacion de MSC. En particular, se sabe bien
que las rutas de senalizacion de Wnt y del factor de crecimiento transformante B/proteina
morfogenética 6sea modulan la diferenciacion molecular de las MSC en cartilago y hueso.
De gran relevancia para el concepto emergente de nichos de células madre es la
demostracion de que los factores fisicos también pueden participar en la regulacién de la
diferenciacion de MSC. EIl conocimiento de la regulacion de la diferenciacion de MSC sera
fundamental en el disefio de sistemas de cultivo tridimensionales y biorreactores a través de
modelos matematicos aplicados a biologia de sistemas y redes.

La solicitud de patente US2012/178159 se refiere a materiales y métodos para
cultivar y expandir MSC de mamifero a la vez que se mantiene su fenotipo no diferenciado,
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su capacidad de autorrenovacién y/o potencial de diferenciacion a multiples linajes. En una
realizacion, un método de la invencion comprende i) sembrar MSC recién aisladas en una
superficie plana, tal como placas de cultivo tisular de plastico, o en un armazén en 3-D y su
posterior crecimiento en condiciones fisiolégicas o con baja tension de O, (por ejemplo,
inferior a un 20 % de O;) durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la formacion
de una red de ECM en 3-D; ii) descelularizar los cultivos en las placas o el armazoén en 3-D
para obtener matrices de ECM descelularizadas en los mismos; vy iii) resembrar las matrices
descelularizadas en las placas o armazon en 3-D con las MSC, por lo que las MSC
resembradas crecen en la placa o armazén que comprende ECM en 3-D obtenidas a partir
de células y que mantienen un fenotipo no diferenciado.

La solicitud de patente US2007/0269886 describe un producto de cultivo celular para
propagar células madre embrionarias, y mantener en cultivo sus caracteristicas de
autorrenovacion y pluripotencia durante periodos de tiempo prolongados. El producto de
cultivo celular incluye un sustrato y una solucién de revestimiento. La solucion de
revestimiento incluye una mezcla de proteinas de la matriz extracelular y un disolvente
acuoso, en la que la concentracion de proteina total en la soluciéon de revestimiento puede
variar de aproximadamente 10 ug/ml a 1 mg/ml. Aunque esta solicitud de patente describe
un producto de cultivo celular que incluye una solucién de revestimiento que funciona como
un sustituto de la matriz extracelular, capaz de mantener el fenotipo no diferenciado de las
células madre, esta matriz extracelular no presenta las caracteristicas habituales de una
matriz fisiologica, a niveles tanto cuantitativos, es decir, el alcance de los componentes de la
matriz que forman un producto de este tipo, como cualitativos, tal como el entrecruzamiento
apropiado del colageno. Por lo tanto, en el estado de la técnica existe una necesidad de
desarrollar una matriz mas fisiolégica que permita el cultivo de células madre, y, al mismo

tiempo, que sea capaz de mantener su fenotipo no diferenciado.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los inventores han descubierto que implementar cultivos de fibroblastos con
sobrenadantes ricos en LOX y BMP1 a partir de lineas estables de células HEK293,
promueve un aumento de la deposicién de colageno sobre la matriz insoluble a expensas de
la fraccion soluble en el medio extracelular (Ejemplo 1). Usando protocolos de
descelularizacion, los inventores también mostraron que las matrices obtenidas a partir de
fibroblastos regulan la diferenciacion adipogénica y osteogénica de células madre
mesenquimales (MSC) humanas, y este efecto se modulé con LOX/BMP1 (Ejemplo 2).
Estos resultados apoyan un protocolo conveniente para aumentar la capacidad de los
cultivos celulares in vitro para depositar colageno en la matriz extracelular, lo que representa
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un enfoque prometedor para su aplicaciéon en ingenieria tisular, ademas de proporcionar
evidencias de que las matrices obtenidas a partir de fibroblastos son capaces de regular la
diferenciacion adipogénica y osteogénica de MSC humanas, una herramienta celular de
enorme interés en medicina regenerativa.

Por lo tanto, en un aspecto, la presente invencion se refiere a una matriz extracelular
(ECM), en lo sucesivo en el presente documento “ECM de la invencion”, que comprende una
lisil oxidasa (LOX), o un fragmento de la misma, y una proteina 1 morfogenética dsea
(BMP1), o un fragmento de la misma.

La expresion “matriz extracelular” o “ECM” se refiere a una coleccion de moléculas
extracelulares secretadas por células de tejidos de mamiferos que proporciona un soporte
estructural y bioquimico a las células circundantes, en particular células de tejido conectivo,
por ejemplo células tales como fibroblastos, osteoblastos, condrocitos, células epiteliales,
células del musculo liso, adipocitos, y células mesenquimales, y cuyo material in vivo rodea
y soporta estas células. Por lo general, la ECM esta formada por fibras embebidas en lo que
comunmente se denomina 'sustancia fundamental'. Las fibras estan formadas por proteinas
estructurales, generalmente colageno y/o elastina. En aspectos de la presente invencion, las
fibras de la matriz son preferentemente colageno. Los colagenos particularmente adecuados
son colagenos formadores de fibrillas. Son particularmente preferentes colageno de tipo |,
colageno de tipo I, colageno de tipo lll, colageno de tipo IV o colageno de tipo X. El mas
preferente es el coldgeno de tipo |. La 'sustancia fundamental' estd formada por
proteoglicanos (0 mucopolisacaridos) y puede comprender proteinas que proporcionan
funcionalidad tales como fibrilina, fibronectina, y/o laminina. En aspectos de la invencién, la
ECM comprende de forma adecuada al menos un proteoglicano como un componente de la
sustancia fundamental. El proteoglicano esta formado por una proteina nucleo con ramas de
moléculas de glicosaminoglicano (GAG). Los GAG adecuados son por ejemplo acido
hialurénico, 4-sulfato de condroitina, 6-sulfato de condroitina, sulfato de dermatano, sulfato
de heparano, sulfato de heparina, y sulfato de queratano. Los GAG estan unidos
preferentemente a la proteina nucleo a través de un enlace trisacarido (por ejemplo, un
enlace GalGalXyl). Ejemplos de proteoglicanos son decorina, biglicano, versicano vy
agrecano. Los proteoglicanos pueden estar opcionalmente interconectados por moléculas
de acido hialurénico. Como alternativa, multiples proteoglicanos se pueden unir a una sola
estructura principal de acido hialurénico. En ambos casos, la sustancia fundamental forma
una red de polimero o un gel capaz de retener agua. Esta red puede comprender ademas
proteinas tales como: glicoproteinas, como por ejemplo. laminina, entactina, tenascina,
fibrilina o fibronectina, para mejorar la integridad estructural de la red y para la union de
células a la ECM; osteocalcina (proteina Gla), como una proteina que se une al calcio
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durante la mineralizacion; osteonectina, que cumple una funcién de formacién de puentes
entre colageno y componente mineral; y sialoproteinas, tales como sialoproteina ésea
(BSP), osteopontina (OPN), proteina 1 de matriz de dentina (DMP1), sialofosfoproteina de
dentina (DSPP) y fosfoglicoproteina de matriz extracelular (MEPE). La matriz puede
comprender adicionalmente citoquinas y factores de crecimiento. Las citoquinas y factores
de crecimiento adecuados incluyen osteoprotegerina (OPG), factor de crecimiento
epidérmico (EGF), factores de crecimiento de fibroblastos (bFGF, FGF-l y FGF-2),
interferén-a (IFN-a), interleuquinas (IL-1, IL-4, IL-6, IL-10, e IL-11), factor de crecimiento
obtenido a partir de plaquetas (PDGF), factores de crecimiento transformantes (TGF-a y
TGF-B), factores de necrosis tumoral (TNF), factores de crecimiento similares a insulina
(IGF-I e IGF-Il), factor de diferenciacion de osteoclastos (ODF, también conocido como
OPGL [ligando de osteoprotegerina], RANKL [activador receptor del ligando de NFB],
TRANCE [citoquina inducida por activacién relacionada con el TNF]) y factor estimulante de
colonias de macroéfagos (M-CSF). La mayoria de estos (IL-1, IL-4, IL-6, IL-11, TNF, EGF,
bFGF, FGF-2, PDGF, y M-CSF) estimulan la resorcién ésea. Algunos (IGF-1 e IGF-11, FGF-
2 y TGF-3) mejoran la formacién 6sea, mientras que otros (OPG) inhiben la resorcion dsea.
Ademas otros (PDGF y TGF-) también estimulan la proliferacion y la diferenciacién de las
células productoras de colageno.

La superficie sobre la que se deposita la ECM de la presente invencion puede ser
capaz de adherir las células a cultivar y ser capaz de liberar las células cuando el proceso
de cultivo esta completo. También se sabe que las células animales en particular se
adhieren bien a las superficies que portan densidades elevadas de iones sodio. Por lo tanto,
se adhieren a materiales que tienden a adquirir una carga negativa y asi se unen a iones
sodio. La superficie puede estar formada por un material al que las células se adhieren o
puede ser fabricado a partir de un soporte inerte y revestido con material de este tipo. Los
materiales adecuados incluyen plasticos, materiales tales como nailon, policarbonato,
poliestireno, resinas epoxi, caucho de silicona, acetato de celulosa, nitrato de celulosa,
celofan, tereftalato de polietileno, poliformaldehido, copolimero de etileno y propileno
fluorado, 6xido de polifenileno, mica de polipropileno, carbono, colageno, 6xidos de metales
inertes insolubles, fosfatos, silicatos o carburos, carburo de silicio, metales inertes tales
como acero inoxidable, aluminio, titanio o paladio, o ceramica o vidrio. En ocasiones es
necesario modificar las caracteristicas de la superficie aplicando un revestimiento de
material menos adhesivo a las células, lo que facilita su retirada. Los materiales de
revestimiento que hacen que sea mas facil retirar las células de las superficies de la matriz
son hidrocarburos polifluorados tales como politetrafluoroetileno, o siliconas tales como
polimetilhidrogenosiloxano. Por otro lado, una superficie de baja capacidad adhesiva se
puede alterar para dar mejor adhesion mediante la aplicacién de un revestimiento adecuado.
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Por lo tanto el revestimiento de la superficie en particular que se usa dependera del tipo de
células a cultivar y de si se necesita la recogida de la matriz. Un revestimiento o
combinacion de revestimientos adecuados para cualquier aplicacion en particular se puede
determinar por via empirica. Los materiales que pueden ser adecuados para la formacién de
matrices para su uso en la presente invencion incluyen policarbonato, nailon 6, nailon 11,
nailon 12, vidrio, poliformaldehido, polipropileno y éxido de 2,6-dimetilfenileno. Las matrices
revestidas que pueden ser adecuadas para la formacién de matrices para su uso en la
presente invencion incluyen policarbonato revestido con politetrafluoroetileno, silicona,
polimetilhidrogenosiloxano; vidrio revestido con silicona, politetrafluoroetiieno o acido
estearico; o tereftalato de polietileno, nailon 6, nailon 11 y nailon 12, cada uno revestido con
politetrafluoroetileno. En cualquier aplicacion especifica del presente método, el material de
eleccion en particular se puede determinar mediante factores adicionales tales como el

método mediante el cual se va a esterilizar la matriz.

La ECM de la invencion comprende una proteina lisil oxidasa (LOX). La proteina
LOX, también conocida como proteina lisina 6-oxidasa, es una proteina que, en seres
humanos, esta codificado por el gen LOX. En seres humanos, el gen LOX esta situado en el
cromosoma 5q23.3-31.2. La secuencia de ADN codifica un polipéptido de 417 aminoacidos,
cuyos primeros 21 restos constituyen un péptido sefial, con un peso de aproximadamente 32
kDa. El extremo carboxi terminal contiene el ion cobre (Il) activo, restos de lisina, tirosina y
cisteina que comprenden el sitio cataliticamente activo. Aunque se han descrito formas de
corte y empalme (splicing) alternativas para dar lugar a multiples variantes de transcritos, la
presente mencién solamente se refiere a la isoforma 1 de la proteina LOX (preproteina,
Secuencia de Referencia de NCBI NP_002308.2 (SEQ ID NO: 1)), la unica que mantiene el
sitio de procesamiento mediante la proteasa BMP1, y por lo tanto se procesa y activa por via
proteolitica con BMP1.

SEQ ID NO: 1

i
61
121
131
£41
301
el

MEFAWTWVLLL
GAQTOPORER
ARHWFQAGYS
HNPYTNYYDTY
EENCLAITLY
F3HYDLLD AN
COWIDITINVE

GPLOLCALVH
DPGAAVPGAL
TZRARELAGAS
ERFPEPGGEREYE
EADVEDYDHE
TOREVAEGHE
PGHNYILEVIY

CAPP ARG
NASLQOPRTP
RAEMOTAPGE
PGYGTGYFOQT
WLLRFFPOEVE
AZFCLEDTEC
NPZYLVFPEZSD

PPREFPPLALP
ILLIRDMETAL
WPALZNLERFPF
GLPDLVADFYT
NQGTZDFLES
DYGTHRRFAC
FTTHNIWVWVRCDI

AWRQOQIQWEN MNEOWFILLEL
AARPTRTAGES GVTAGREFREPT
SRVDGMYGDD PYNPYEYSDD
TIQASTYVOE MSMYNLRCLL
RPETSWEWHS CHOHYHIHMLDE
TAHTQGLAPG CYDTYGADID
RYTGHHAYAS GCTIZFPY

En una realizacion en particular de la ECM de la invencion, la proteina LOX
comprende una secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos un 70, 75, 80, 85,
90, 95, 96, 97, 98 o un 99 % con la SEQ ID NO: 1.
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En la presente invencion, se entiende que "identidad" o "identidad de secuencia"
hace referencia al grado de similitud entre dos secuencias de nucleétidos o aminoacidos
obtenidas mediante alineamiento de las dos secuencias. Dependiendo del numero de restos
comunes entre las secuencias alineadas, se obtendra un grado de identidad diferente,
expresado como un porcentaje. El grado de identidad entre dos secuencias de aminoacidos
se puede determinar mediante métodos convencionales, por ejemplo, mediante algoritmos
de alineamiento de secuencias convencionales conocidos en el estado de la técnica, tales
como, por ejemplo, BLAST [Altschul S.F. et al. Basic local alignment search tool. J Mol Biol.
1990 5 de Oct; 215 (3): 403-10]. Los programas BLAST, por ejemplo, BLASTN, BLASTX,y T
BLASTX, BLASTP y TBLASTN, se encuentran en el dominio publico en la pagina web del
National Center for Biotechonology Information (NCBI). El experto en la materia comprende
que las mutaciones en la secuencia de nucleotidos de genes que dan lugar a sustituciones
de aminoacidos conservativas en posiciones no criticas para la funcionalidad de la proteina
son mutaciones evolutivamente neutras que no influyen en su estructura global o en su
funcionalidad. Por lo tanto, las variantes de la proteina LOX de SEQ ID NO: 1 estan
incluidas dentro del contexto de la presente invencion. Aparte de seres humanos, otras
fuentes a partir de las que se pueden obtener variantes de la proteina LOX incluyen, pero no
se limitan a, animales no humanos tales como primates no humanos, cerdos, ratones y ratas
entre otros. En una realizacién mas particular, la proteina LOX comprende la secuencia SEQ
ID NO: 1. La presente invencion también incluye fragmentos de la proteina LOX, siendo
considerados dichos fragmentos variantes de la proteina LOX. Como se usa en el presente
documento, la expresion “fragmento de la proteina LOX” o “fragmento de proteina LOX” se
refiere a un polipéptido que tiene uno o mas (varios) aminoacidos delecionados del extremo
amino y/o carboxilo terminal de la proteina LOX; o una secuencia homologa del mismo; en la
que el fragmento tiene actividad de lisil oxidasa. Por lo tanto, las variantes de la proteina
LOX muestran actividad de lisil oxidasa. Ensayos para evaluar la actividad de lisil oxidasa de
una proteina dada (o variante) se conocen ampliamente en el estado de la técnica. Ejemplos
de estos ensayos incluyen, pero no se limitan a, un método basado en la medicién de agua
tritiada liberada por accién enzimatica sobre lisina e hidroxilisina unidas a proteinas
marcadas (Melet, J. et al. 1977. Analytical Biochemistry, vol. 77 (1): 141-146) y un ensayo
de fluorescencia que utiliza 1,5-diaminopentano como sustrato y que libera perdxido de
hidrogeno que se detecta usando rojo Amplex en reacciones acopladas a peroxidasa de
rabano picante (Palamakumbura AH1 y Trackman PC. 2002. Anal Biochem, 300 (2): 245-
51). Ademas, para medir la actividad de lisil oxidasa también se pueden usar Kkits
comerciales, tal como el Kit de Ensayo de Actividad de Lisil Oxidasa de BioVision, Inc., San
Francisco, o Abcam PLC, Cambridge, Reino Unido.
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La ECM de la invencion también comprende una proteina morfogenética 6sea 1 o
BMP1. BMP1 es una proteina que en seres humanos esta codificada por el gen BMP1. El
locus BMP1 codifica una proteina que es capaz de inducir la formacion de cartilago in vivo.
La proteina BMP1 escinde los propéptidos C-terminales del procolageno I, Il, e lll y su
actividad aumenta con la proteina potenciadora de endopeptidasa C de procolageno. El gen
BMP1 se expresa como variantes de corte y empalme (splicing) alternativo que comparten
un dominio de proteasa N-terminal pero que se diferencian en su regiéon C-terminal. Existen
cinco isoformas de la proteina creada mediante corte y empalme alternativo: precursor de la
isoforma 3 (Secuencia de Referencia de NCBI: NP_006120 (SEQ ID NO: 2)), precursor de la
isoforma 1 (Secuencia de Referencia de NCBI: NP_001190 SEQ ID NO: 3)), isoforma X2
isoforma X3

(Secuencia de Referencia de NCBI: XP_016869227, SEQ ID NO: 4)),
(Secuencia de Referencia de NCBI: XP_011542919 (SEQ ID NO:5)),

(Secuencia de Referencia de NCBI: XP_006716449 (SEQ ID NO: 6)

SEQ ID NO: 2

1
a1
121
131
241
301
3al
4z1
431
541
a01
aal
TE1
T3l
g41
901
96l

MPEFARLPLL
EDLERLF OV QG
AATIRPERVT
RPCGCCATVG
IQPGOEYNFL
QORTRLESEGDI
ILMFTSLDLY
NIV GEGFF AV
EIERHDSCAT
AVNFFEEVDE
SITSPGWPEE
LHGEFCG3EE
TFGITECQCER
PGHEVELTFH
FY3DNEVORE
GVELVFOTFE
DDTITEEGFH

LGZLLLLPRFG
AVDLEREHTAR
PDGVIFFVIG
RRGGGPOATS
KHEPQEVEZL
AQARKELYECF
RIRLCWYD YV
TEATICGGDVE
DYLEVEDGHS
CA3RPHNRGGCE
TPPHNENCIWG
PEVITZ QTN
AGFVLHDNEHR
ENDIESQPEC
GFOALSHATEC
VYEEETDCGYD
LEYTSTEFQD

RFLDLADYTY
E33IKLAVPG
GHF TGS ORAN
IGENCDEFGI
GETYDFDIIN
ACGETLQDST
EVREDGFWREL
EDYGHIQIFI
E33TLIGRYC
QRCLMNTLGEY
LWAPTOYRIS
MEVEFESDNT
DCEELGCDHE
AYDHLEVFDG
GEOVRADVET
THELFDGYDS
TLH3IREK

DLAEEDDSIEFP
NT3TPECO3T
FROAMEHWEE
WHELGHVW G
HYLEMNTF 3R
GIHFESPEYPN
PLRGRFCGIE
TPDDYRFIEV
GTEEFDDIES
KCSCDPGYEL
LOFLFFETES
VIEEGFELHF
VTITSGTITS
EDAEAPVLGE
KDLYSHLQF
TAPELGRYCG

LIYEDPCELL
NGOFPQRGLCG
HTCWTFLERT
FWHEHTEFD'E
IFLDTIVPEY
TS AHMHCVT
LPEPIVITDS
CIWRICWIES
TISELWLEFV
LPDERRCELL
NDWVCEYDFVE
F3DEDEC3IED
FHWFDEYP3E
FCGSEEFEPV
DINYPGEVDC
SGPPEEVYSA

AFLGDIALDE
EWRCRESE3RE
DEDSYIVFTY
DEHVSIVEEN
EVNCGYERPPIG
RISVTPGEEI
ELTNEFR333
FHVGLTFQ3IF
DG INEAGE
CGGFLTELNG
VRIGLTADSE
NGGCQODCV
EECTWAIIST
LATGSEMFLE
EMJIVAEEGY
GDEVLVEFHS

isoforma X1



SEQID NO: 3

1
6l
121
131
241
301
ial
421
451
341
601
661
T2l

MPEVARLPLL
EDLEAFOWVOO
AATIRFPERVT
RPCGCCITVG
IQPGOEYNFL
QRTRLEEGDI
ILNFTELDLY
NI GEGFF AW
EIERHDSCAY
AVNFFEEWVDE
SITSPGWPEE
LHGEFCGIEE
EVOEFNETFQ

SEQ ID NO: 4

1
gl
121
131
241
301
Jal
421
451
541
a0l
Gl

MPEVARLPLL
EDLEAF QO
AATIRPERV
RPCGCCATVG
IQPGQEYTNFL
QRTRLIEGDI
ILMFTSLDLY
NN GEGFF AV
EIERHDACAY
AVHNFFEEVDE
SIT3IPGWFPEE
LHGEFCG3EK

LGLLLLPRFG
AVDLEEHTAR
PDGVIFFVIG
RRGGGPOATS
KHEPQEVESL
AQARELYECF
RERLCWYDYV
TEATCGGDVE
DYLEVEDGHS
C3RPHERGGCE
TPPHENCIWG
PEVITZSOTNN

LGLLLLPEPG
AVDLEEHTAER
POGVIFFVIG
RRGGGPOATS
EMEFQEVESL
AQARKLYECE
RERLCWYD TV
TEAICGGDWVE
DYLEVREDGHS
CERPNRGGCE
TPPNENC I
FEVITISQYNN

ES271

RPLDLADYTY
E33TELAVEG
GIF TG30RLY
IGENCDEFGI
GETYDFDIIHN
ACGETLOQDST
EVEDGFWEREL
EDYGHIQIPN
ES3TLIGRYC
QRCLNTLGSY
LVAPTOYRIA
HEVEFESDNT

RPLDLADYTY
K33 TELAVPG
GHF TGI0RAV
IGKMNCDEFGI
GETYDFDIIN
ACGETLQDET
EVREDGFWREL
EDYTGHIQIPI
E33TLIGRYC
QRCLNTLGSY
LWAPTQYRIS
MEVEFESDNT

7374 Al

DLALAEEDDSEP
NT3TPSCO3T
FROLAMEHWEE
VWVHELGHWW G
HYLEMTF 3R
GIHFZSPEYPN
FLEGRFCGIE
TPDDYRFIEYT
GTEEFPDDIES
EC3CDPGYEL
LOFDFFETES
VIEEGFELHF

DLAEEDD3IEFR
MNTITPICO3T
FROALMEHWEE
VWHELGHVWV G
HYARMTF3RG
GHF3ISPEYFPN
FLEGRFCGIE
TPDDYRPIEV
GYEEPDDIES
KC3CDPGYEL
LOFDFFETEG
VAKKGFELHF

10

LMNYEDPCELL
NGOPQRGACE
HTCWVTFLERT
FWHEHTEFDE
IFLDTIVPEY
GTIAHMHCVW
LPEPIVETDS
CIWRICWIES
T33ELWLEFV
APDERRCEALL
HNDWVCEYDFVE
FZEERPALQP

LNYKDPCELL
NGOQPQRGACG
HTCVWTFLERT
FWHEHTREFLE
IFLDTIVFPEY
GY3AHMHCVIT
LPEPIWVITLS
CIVRIQWVIEG
T33RLWLEFVY
APDKRRCEALL
NDVCEYDFVE
F3GGELFGLL

AFLGDIALDE
EWRGREIRIRE
DEDSYIVFTY
DRHVSIVEREEN
EVINGVERP I
RISVTPGEEIL
ELWNEFR333
FHVGLTFQ3F
SDGIIMEAGE
CGGFLTELM
VRIGLTADIE
PRGEFPHOLEF

AFLGDIALDE
EWRGRIRIRER
DED3IYIVFTY
DEHVIIVEREEN
EVMNGVEPPIG
RISVTFGEEI
RLWVEFR333
FHVGLTFQ3IF
ADGIINELGE
CEEFLTELNG
VRIGLTADSE
HPFFREF
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SEQID NO: 5
1 MPGVARLPLL LGLLLLFEPG EFLDLADYTY DLAEEDDSEPR LWNYEDFPCEALL AFLGDIALDE
61 EDLRAFCVOD AVDLERHTAR ESZIKAAVPG NTSTPICOST NGOQPQRGALCG RWRGRIRIRR
121 ALATIFRFERVW PDGVIFFVIG GNFTGIORALY FROAMRHWEE HTCVWTFLERT DEDSYIVETY
151 PRPCGCCEYWE RRGGGPOATS IGENCDEFGI VWHELGHVWG FWHEHTEPDE DEHVIIVEEN
241 IQPGQEYWNFL EMEFPQEVESL GETYDFDIIM HYAFRMNTFSREG IFLDTIVPEY EVHNGVEFPIG
301 oQRTRLEKGDI AQARKLYECP ACGETLOQDAT GNFISPEYPN GYIAHMHCOVW RISVTPGEEI
361 ILMNFTSLDLY RIRLCWYDYV EVRDGFWEEL PLRGRFCGIE LPEPIVITDS ELUWVEFR3SS
421 NWWGHEGFFAV YEATICGGDVE EDYGHIQIPN YPDDYEPIEW CIWRICVSES FHWGLTFQSF
451 EIERHDACAY DYLEVREDGHS EZ3TLIGRYC GYEEPDDIEZ T33RLUWLEFY ZDGIINELGE
541 AVNFFEEVDE C3RPNRGGCE QRCLMTLGEY KCOSCDPGYEL APDERRCEGC YDLOWGEFPLL
601 WDRHCFRLET HGPEMLGTAL RG
SEQ ID NO: 6
1 HMNPGVWARLPLL LGLLLLFEFG RPLDLADYTY DLAEEDDSEF LINYEDPCELA AFLGDIALDE
61 EDLRAFCWOQO AVDLEEHTAR E33IKAAVPG NTITPICOST NGOQPQRGALACE RWRGRIRIRE
121 ALATIREPEEVWW PDGVIPFWIG GNFTGIQRAYV FROAMRHUWEE HTCVTFLERT DED3YIVFTY
151 PRPCGCCIYWE BRREGEGPQATS IGENCDEFGI VWHELGHWVWG FWHEHTEFDE DRHVSIVEREEN
241 IQPGQEYWFL EMEPQEVESL GETYDFDSIN HYARNTFSRG IFLDTIVFREY EVHGVEFFIG
301 QRTRELSEGDI AQARKLYECF ACGETLOD3IT GNF3ISPEYFN GYIAHMHCOWW RISVTPGEEI
36l ILNFTSLDLY RIRLCWYDYWV EVEDGFWREL PLRGEFCGZK LPEPIVETDS RELWWEFESZS
4z1 NWWGEGFFAV TEATCGGDVE EDVYGHIQSFN YPDDYRPIEW CIWRIQWVSEG FHVGLTFOQIF
431 EIERHDICAY DYLEVEDGH3 E33TLIGRYC GYEEFDDIES T33RLULEFWY 3DGIINEAGF
541 AVNFFEEVDE C3RPNEGZCE QRCLNTLZEY KC3CDPGYEL AFPDERRCELL CGGFLTELMG
601 SITBPGWPEE YPPNEMNCIWO LVAPTOYRIZ LOFDFFETEG NDVCEYDFVE VRIGLTADAK
661 LHGEFCGIEE PEVITIOQYNN HMEVEFEISDNT V3IKKGFEAHF F3GGLNGDOQ PLAQPLIADFE
721 PGPGDLPFFV NH3ALHPGIW RGOQGTDTHIY QAWIYCSAPM PW3ITLCPFHP QFCTETHTET
781 PRTHMCTHIAF SHEEPAEDPH WGHRGSALERL RGI

proteina BMP1, incluyendo miembros adicionales de la familia

grado de homologia muy elevado con BMP1 en su extremo N-terminal catalitico. Existen
cuatro isoformas de proteina TLL1 creadas mediante corte y empalme alternativo, y una de
TLL2:

En el contexto de la presente invencion se puede usar cualquier isoforma de la
BMP1/similar a toloide

(tolloid-like), tal como similar a toloide 1 (TLL1) o similar a toloide 2 (TLL2), que muestran un

isoforma X1 de proteina similar a toloide 1

similar

a toloide 1

11

(Secuencia de Referencia de
NCBI: XP_016864059.1 (SEQ ID NO:7)), isoforma X2 de proteina similar a toloide 1
(Secuencia de Referencia de NCBI: XP_011530516.1 (SEQ ID NO: 8)), isoforma 2 de
proteina similar a toloide 1 (Secuencia de Referencia de NCBI: NP_001191689.1 (SEQ ID
NO: 9)), isoforma 1 de proteina

(Secuencia

de Referencia de



NCBI: NP_036596.3 (SEQ ID NO: 10)), precursor de proteina similar a toloide 2 (Secuencia

ES2 717374 Al

de Referencia de NCBI: NP_036597 (SEQ ID NO: 11)).

SEQ
1

el
121
151
241
301
el
4z1
451
341
a01
gal
TZ1
TEl

g41
Q01

961

ID NO: 7
MRGGOSQEVE

QLIDRIRRIG
FTGSQRLMFE
FMNCDEF IV
RYDFDSINHT
GETLQESNGH
REDGTWTRESPL
EGQIQIPHYFE
SPLIGRFCGY
CLNTLGISTQC
APTOTRISVE
IEFESDNTVE
EEAECEQKTIH
DHLEVFDGET

RLEAESEPERD
ELFDGLDITAL

HTEE

SEQID NO: 8

WD IALDDED
FGCLEQNNTVE
QAMBHWEEHT
HELGHVIGFW
AFNTFSRGHF
L33PGFPIGT
LGRFCGDELF
DDYRPMEECY
DEFEDIRSTS
ACEPGYELGF
FEFFELEGHE
KEGFELHFFS
SP3GLITIFN
EESPILGRLC

LYTZHLQFGDI
VGLGRFCGEG

LNIFQIDRTI
GEVPLOQFEGO
CVTFIERSDE
HEHTRFDRDIT
LDTILFSRDD
P3YTHC IWEW
EVLTSTDZRN
WEITVEEZYH
NTLWHEFVID
DERICEAACG
WCEYDTWVETIW
DEDECEEDNG
WPDEYPEREE
GHNEIPDPLVA

NYPGOVDCEW
PPEEIYSIGD

DLTONFFGNL
HNEFIEVPRLL
E3YIVFTYRF
HVTIIRENIQ
HNGIRFATIGOR
AVTPGEEIVL
WIEFRS2ZNW
VGLTFOSFET
GTVIEALAGFALL
GLLTELNGTI
AGL3SESELH
GCOHECWITH
CTWEISATEG
TGHNEMFWYERFV

LLV3ERGSEL
SVLIHFHTDD

GHTTGGLGDH
TIRTERIWE
CoCCETVGRE
PGOEYMNFLEM
TRLSEGDILD
HNFTTMDLYES
VGEGF LAVYTE
ERHLDMCZAYDY
NFFEEEDECL
TTPGWPEEYFE
GEFCGAEVEE
GETMCOCRNG
HRIELAFSEF
3DASVOREGF

EL3FQTFEVE
TINEEGFHIE

LMSEERGALY
G IPTWIGGH
GNGPOLTSIG
EPGEVHILGE
ARELYRCFAC
SLCWYDYIEV
LAICHZEIREN
LEVEDGTIEN
EFPDERGGCEQE
PLITETICW IO
WITSQFNMNME
FVLHDMEHDC
ETECHZECAY
QALTHITECGS

EEADCGYDE
YESIRYFDTT

1
6l
1z1
131
241
301
el
421
451
541
601
66l
721
a1l

MFEQLMEHWE
IVWHELGHVI
MHYAFNTFIER
NGHLESPGFP
SPLLGRFCGD
HNYPDDYRPHE
CEYDEPEDIR
TOCACEPGYE
SVEFEFFELE
TVIEKEGFELH
EIHSPSGLIT
GETEEZPILG
PRDLYSHAQF
ATAVGLGRFC

EHTCWTFIEER
GFWHEHTEFD
GHFLDTILFS
NGYPEYTHCI
ELFPEVLT3ITD
ECVWEITVIE
3TSNTLWHEF
LGPDRRSCEL
GHEVCEYDTV
FFSDEDECSE
SPHNWFDEYF3
RLCGHNEIFDP
GDHNYP GOV
GIGFPPEEIYS

SDEESTIVET
FIMHYVTIIERE
FDDNGIRFPAT
WEVEWVTPFGEE
SERMWIEFER33
STHVGLTEQS
VADGTVNELG
ACGGLLTELM
EIWIGL33ES
DIGECOHECY
FEECTWEISAL
LWV ATGHENFY
CEWLLVIERG
IGDEVLIHFH

12

TRPCGCCIT
NIQPGOEYIF
GORTRELIEGD
IVLNFTTHMDL
SN GEGF AL
FEIERHDICA
FLANFFEEED
GTITTPGWRE
ELHGEFCGAE
HNTHGSTMCQC
TPGHEIELAF
BRFVEDASVOER
SRELELSFQTF
TDDTINEEGE

GRRGNGPQAT
LEMEFGEWVITS
TAQARELYRC
YTESSLCWYDY
VYEATCGGEL
TDYLEVREDGT
ECAKPDRGGC
E¥PPMENCVT
VPEVITZSOFN
FMGFVLHDIE
SEFEIEQHQE
KGFOATHATE
EVEEEADCGY
HIRYESIERYF

SIGENCDEFG
LGERYDFD3II
PACGETLOQES
IEVREDGYWERE
RENEGQTIQSP
SENSFPLIGEF
EQRCLNTLGS
OVFAPTOYRI
NMEIEFESDHN
HDCEEAECED
CAYDHLEVEFD
CEGRLEAESE
DYVELFDGLD
DTTHTEE



SEQID NO: 9

1
Al
121
131
241
301
ial

MGLGTLSPRHE
GDIALDDEDL
GLEQNNTVEG
AMRHWEEHTC
ELGHVIGFWH
FNTFSRGMFL
A3PGFPNGYF

SEQ ID NO: 10

1
61
121
131
241
301
ial
421
451
541
601
66l
Tzl
TE1
d41
Q01
961

MGLGTLSPRHE
GDIALDDEDL
GLEQNNTVEG
AMRHWEEHTC
ELGHVIGFWH
FMTFSRGHFL
A3PGFPNGYF
GRFCGDELPE
DYRPMEECVT
EFEDIRSTII
CEPGYELGRD
EFFELEGHEY
KGFEAHFFSD
PIGLITEPHW
ESPILGRLCG
TIHAQF GDII
GLGEFCGIGE

LVWLWVASGIV
WNIFQIDETID
EVPLOF3GON
VTFIERZIDEE
EHTRFLRINH
DTILPERDDI
ATTHCIWEWVS

LVWLVASGIV
NIFQIDETID
EWNPLOF IGO0
VTFIERIDEE
EHTRFLEDINH
DTILPERDDI
SYTHCIWRWS
VLTSTDSRNW
EITVSESTHV
TLWHEFWV3DG
RRICEAACGG
CEYDYVEIWS
KDECSEDIGE
PDEYPSREEC
HNEIFPDFLWVAT
TPEOVDCEWL
PEEIYIIGDS

ES2 717374 Al

FYGELINC LG
LTONPFGHLG
EFNEVFRALLT
STIVFTYRFC
VTIIEENIGQP
GIRPATIGORT
VTPGEEVVF3

FYGELWWCAG
LTONPFGNLG
EFNEVFERELAT
ATINFTYRFPC
VTIIEENIQF
GIRPLIGORT
VTPGEEIVLI
IEFRSSENN
GLTFQIFEIE
TWIELGF LATT
LLTELMNGTIT
GL3ZESKLHS
COHECWVITHG
TWEISATPGH
GHEMFVEFVS
LWV3ERGIELE
VLIHFHTDDT

LDYDYTF DG
HTToGLGDHL
SRTERIWF GG
GUCSTWGRRG
GOEYHNFLEME
FLIEGDIALQL
L

LDYDYTFINGHN
HTT>GLGDHL
SRTERIWERGG
GUCSTVGRRG
GOEYTHNFLEME
RLSEGDIAQL
FTTHDLYESS
GEGFAAVYEL
FHDNCAYDYL
FFEEEDECLE
TPGWPEEYFP
KFCGAEVPEY
STMCOCRNGE
RIEKLAFZEFE
DASVOREGFQ
L3FQTFEVEE
INEEGFHIRY

13

EEDETETIDY
M3EKERGALYOQ
WIPTWVIGGHEF
NGPOATISIGE
PGEVHNIELGER
RELYRCFACG

EEDETETIDY
MSEERGALYQ
VIPTV IGGHEF
MGPOATSTGE
PGEVHILGEER
RELYRCFACG
LCWYDYIEVE
ICGGEIRFIE
EVRDGT3IENS
PORGGCEQRC
MEINCV AT L
ITZOFMNHERI
VLHDNEHDCE
IEQHQECAYD
LTHSTECGGE
EADCGYDYVE
EZIRYFDTTH

EDPCELAVEW
LIDEIRRIGEF
TEIORAMFEQ
MNCDEFGIVWVH
YDFDSTIMHYA
ETLOESNGNL

KDPCELAVEW
LIDEIRRIGF
TGEIQRANFEQ
HNCDEFGIVVH
TDFDSIMHYL
ETLQESNGHL
DGYWREESFPLL
GOIQIFNYPRD
PLIGEFCGYD
LITLGITQCL
PTOYRISVEF
EFESDNTVIE
EAECEQKETIHS
HLEVFDGETE
LELESEFRIDL
LFDGLD3TAY
TEE
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SEQ ID NO: 11

1
a1
1z1
151
241
301
ial
421
451
541
G601
aGl
T2l
Tal
g4l
a01
961

MPRATALLGAL
FWGDIALDED
KEDGRENTTLL
EQALMERHWEER
AHELGHWWGE
TAFNTFIRGV
NF3APGFPNG
LLGRFCGDEI
FODYRFPSEEC
TEEFPEDVEIS
CACDPSYELL
QFEVFELEGI
SERGFRAHFF
AIVEGTLAIF
D3LAPILGEF
ELY3HLOQFGD
APRLGRFCGE

WILLLLLPLF
DLELFHIDEL
H3PGTLHARL
TCVTFIERTD
WHEHTEFDED
FLDTILFRQD
TPITSHCVIWER
PEFPLVETLDIER
VYWRITVIEGE
SNELWHMEFWVS
ADKEMCEWVAC
DVCEYDFVEY
SDEDECAKDI
NWPFDEYFPIRER
CGEIEEFDPTV
NMYPSEARCD
GPLEEIY3AG

ES2 717374 Al

RGAGGLGERF
RDWTEQTWGA
ETFZPEVERL
EE3FIVF3TE
OHVTIIRENI
DNGVRFTIGO
ISVTPGEEIV
LINEFES33IM
HVGLTFOAFE
DGIINEAGEFL
GGFITELNGT
R3GLSPDAKL
GECOHECWNT
ECTWNIS3TA
A3IGISHFLEF
M IVLAEDGYG
D3LHMIRFRTD

DATADYIELD
TGHETGLEE
TTSETERIWP
TCGCCATVGE
QPGOETHNFLE
BEVELZQGDIA
LNFTSHDLFE
ILGEGFFALY
IERHDSCAYD
AFFEEVDEC
ITEPGWREEY
HGRFCGIETE
FGSYLCRCERN
GHEVELTFIE
TIDASVORES
VELTFETFEWV
DTINEEGFHL

GEEGTEQQLE
QALSESSFDTT
G IPYWIGE
RGGGPOATST
MELGEWV3IILG
QARELYECPL
SELCWYDYWVE
EATCGEDMIME
TLEVEDGFTE
SWPLHGGCEH
P THEDCWVIOR
EVITACSNNM
GTMLHENGHD
FEIEQHQECA
FOLVHITECS
EEEADCGYDY
REYTETEFQDA

HYHDPCELLT
AMDTGTEEALG
MNFTGEORALTF
GEMNCDEFGIV
ETYDFD3IMH
CGETLQDTTC
VERDGYWREAP
DAGOTOIFNY
EZLALTIGHFCG
BCVIHTLGIYE
VAPLOYRIIL
FVEFESDNTYV
CEELGCAHET
TDHLEMYDGE
GRLEAEVOTE
MELAYDGYDIS
LHHMEE

En una realizacion particular de la ECM de la invencién, la proteina BMP1
comprende una secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos un 70, 75, 80, 85,
90, 95, 96, 97, 98 o un 99 % con la SEQ ID NO: 2.

El término “identidad” se ha definido en parrafos anteriores. Por lo tanto, dentro del
contexto de la presente invencion estan incluidas variantes de la proteina BMP1 de SEQ ID
NO: 2. Aparte de seres humanos, otras fuentes a partir de las que se pueden obtener
variantes de la proteina BMP1 incluyen, pero no se limitan a, animales no humanos tales
como primates no humanos, cerdos, ratones y ratas entre otros. En una realizacién mas
particular, la proteina BMP1 comprende la secuencia SEQ ID NO: 2. La presente invencion
también incluye fragmentos de la proteina BMP1, siendo considerados dichos fragmentos
variantes de la proteina BMP1. Como se usa en el presente documento, la expresion
“fragmento de proteina BMP1” o “fragmento de BMP1” se refiere a un polipéptido que tiene
uno o mas (varios) aminoacidos delecionados del extremo amino y/o carboxilo terminal de la
proteina BMP1; o una secuencia homéloga del mismo; en la que el fragmento tiene actividad
de BMP1. Por lo tanto, la presente invencion también incluye variantes de la proteina BMP1
que muestran la misma funcion que la proteina BMP1, es decir escision de los propéptidos
C-terminales del procolageno |, Il, y lll. Ensayos para evaluar la actividad de BMP1 de una
proteina dada se conocen ampliamente en el estado de la técnica. Ejemplos de ensayos
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para medir la actividad de BMP1 incluyen, pero no se limitan a, ensayo de procolageno
(Hartigan, N., Garrigue-Antar, L. y Kadler, K.E. 2003. The Journal of Biochemical Chemistry,
278(20): 18045-18049; ensayo de procesamiento de pro-lisil oxidasa (Uzel MI, Scott IC,
Babakhanlou-Chase H, Palamakumbura AH, Pappano WN, Hong HH, Greenspan DS,
Trackman PC. J Biol Chem. 2001; 276 (25): 22537-43). Ademas, para medir la actividad de
BMP1 también se pueden usar sustratos comerciales, tal como el Ensayo de BMP-1/PCP
Humano Recombinante de R&D Systems.

En una realizacion particular, la ECM de la invencion comprende células productoras
de ECM. Existen muchos tipos de células que contribuyen al desarrollo de los diversos tipos
de matriz extracelular. Los fibroblastos son el tipo de célula mas comun en la ECM del tejido
conectivo, en la que sintetizan, mantienen y proporcionan un marco estructural; los
fibroblastos secretan los componentes precursores de la ECM, incluyendo la sustancia
fundamental. Los condrocitos se encuentran en el cartiiago y producen la matriz
cartilaginosa. Los osteoblastos son responsables de la formacion ésea. Por lo tanto, en una
realizacion particular de la ECM de la invencion, las células productoras de ECM son
fibroblastos, queratinocitos, tenocitos, condrocitos y/o cualquier combinacién de los mismos.
Las células se obtienen preferentemente a partir de un ser humano vivo; aunque como
alternativa se pueden usar donantes humanos o animales recién fallecidos. En otra

realizacién particular, las células productoras de ECM son fibroblastos.

Los fibroblastos se pueden obtener a partir de un tendén del paciente. Por ejemplo,
un tendon de palmaris longus se podria extraer de un brazo del paciente. Pero para la
adiciéon del material de la ECM, los fibroblastos obtenidos se aislan y se cultivan usando
técnicas convencionales, por ejemplo, las células recogidas se pueden cultivar en medio de
cultivo F-12 de Hamm, suero de ternero fetal al 10 %, L-glutamina (292 mu.g/cc), penicilina
(100 u/cc), estreptomicina (100.mu.g/cc), y acido ascoérbico (5 .mu.g/cc) a 37 °C.

Las células productoras de ECM se pueden modificar genéticamente para producir la
enzima LOX, o un fragmento de la misma, y la proteina BMP1, o un fragmento de la misma.
En el estado de la técnica se conocen ampliamente métodos para modificar células
genéticamente. Por lo tanto, en una realizacién particular de la ECM de la invencion, las
células productoras de ECM se modifican genéticamente para producir la enzima LOX
recombinante y/o BMP1 recombinante. Esto significa que, en una realizaciéon particular, las
células productoras de ECM comprenden la sobreexpresion de las secuencias de
nucleodtidos que codifican la enzima LOX y la proteina BMP1, es decir, aumenta la cantidad
de enzima LOX y BMP1 producidas por la célula. Las secuencias de aminoacidos que
codifican la enzima LOX y BMP1 se describen mas abajo. Como sabe el experto en la
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materia, la sobreexpresién de un gen se puede conseguir, por ejemplo, aumentando el
numero de copias de los genes que codifican la enzima LOX y la proteina BMP1, o
expresando estos genes bajo las secuencias reguladoras apropiadas tales como un
promotor. En el estado de la técnica se conocen las secuencias de nucleotidos que codifican
la enzima LOX y la proteina BMP1 y se pueden recuperar a partir de bases de datos
publicas.

En otra realizacion particular, la ECM puede comprender adicionalmente otras
células, por ejemplo células madre, aparte de las que contribuyen comunmente al desarrollo
de la matriz extracelular. La ECM se puede usar como sustrato para cultivar células, tales
como, pero no limitadas a, células madre mesenquimales, células de musculo liso y
cardiomiocitos. Por lo tanto, en una realizacién particular de la ECM de la invencion, la ECM

comprende adicionalmente células madre mesenquimales.

La ECM también puede comprender un “agente bioactivo” o un “compuesto
bioactivo”. En el presente documento estos términos se usan para hacer referencia a un
compuesto o entidad que altera, inhibe, activa o influye de algun otro modo en procesos
bioldgicos o quimicos. Ejemplos de agentes bioactivos pueden incluir, pero no se limitan a,
proteinas o péptidos osteogénicos o condrogénicos, sustancias anticancer, antibidticos,
inmunosupresores, sustancias antivirales, inhibidores enzimaticos, hormonas, neurotoxinas,
opioides, sustancias hipnéticas, antihistaminicos, lubricantes, agentes antiespasmaodicos vy
agentes de contraccion muscular incluyendo bloqueadores de canales, agentes midticos y
anticolinérgicos, compuestos antiparasitarios y/o antiprotozoarios, moduladores de
interacciones entre célula-matriz extracelular incluyendo inhibidores del crecimiento celular y
moléculas antiadhesion, agentes vasodilatadores, inhibidores de la sintesis de ADN, ARN o
proteinas, agentes antihipertensivos, analgésicos, antipiréticos, agentes antiinflamatorios
esteroides y no esteroideos, factores antiangiogénicos, factores angiogénicos, factores
antisecretores, agentes anticoagulantes y/o antitrombdticos, anestésicos locales,
prostaglandinas y agentes antidepresivos. En ciertas realizaciones, el agente bioactivo es un
farmaco. En ciertas realizaciones, el agente bioactivo es una molécula pequefa. Los
agentes bioactivos adicionales incluyen ARN, tales como ARNSsi, y factores estimulantes de
osteoclastos. En algunas realizaciones, el agente bioactivo puede ser un factor que detiene,
secuestra, o reduce la actividad de inhibidores de crecimiento 6seo. En algunas
realizaciones, el agente bioactivo es un factor de crecimiento, citoquina, molécula de matriz
extracelular o un fragmento o derivado de la misma, por ejemplo, una secuencia de unién
celular tal como RGD. En una realizacion en particular, el agente bioactivo se selecciona
entre factor de crecimiento transformante beta (TGF-beta), sulfato de dextrano, ascorbato y
combinaciones de los mismos. La ECM puede comprender mas de un agente bioactivo. Por
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lo tanto, en otra realizacion particular, la ECM comprende adicionalmente un factor de
crecimiento y moléculas de matriz extracelular. En una realizacién mas particular, la ECM
comprende adicionalmente TGF-beta, sulfato de dextrano y ascorbato, siendo estos agentes
bioactivos capaces de estimular la sintesis de componentes de la matriz extracelular. Otros
agentes bioactivos capaces de estimular la sintesis de componentes de la matriz
extracelular también incluyen citoquinas profibréticas tales como factor alfa de necrosis
tumoral (TNF-alfa), péptidos bioactivos tales como angiotensina Il o proteinas tales como
factor de crecimiento del tejido conector (CTGF). Las moléculas con capacidad para
aumentar la densidad del medio extracelular tales como Ficoll™ también pueden estar

comprendidas como agentes bioactivos.

Adicionalmente, la ECM de la invencion se puede combinar con el aspirado de
meédula ésea procedente de un autoinjerto, hueso de autoinjerto, preparaciones de células
de autoinjerto seleccionadas, células de autoinjerto que contienen genes de estimulacién

6sea antes de su implantacién en un sitio defectuoso.

En una realizacién particular, la matriz extracelular de la invencién comprende una
cantidad de colageno insoluble depositado en la matriz de, al menos, 3 ug/10° células, mas
de cuatro veces la cantidad acumulada en ausencia de LOX y BMP1 como se puede
observar en la figura 4.

Como se ha explicado al comienzo de la presente descripcién, los inventores han
descubierto que la realizacion de cultivos de fibroblastos con sobrenadantes enriquecidos en
LOX y BMP1 a partir de lineas de células HEK293 estables aumentaba en gran medida la
deposicion de colageno sobre la matriz insoluble a expensas de la fraccion soluble en el
medio extracelular. Por lo tanto, en una realizacion particular, la ECM de la invencion esta
descelularizada.

Adicionalmente, en otro aspecto, la presente invencién también incluye una ECM
descelularizada que comprende un aumento de la cantidad de colageno en comparacién
con una ECM que no se ha producido mediante cultivo de fibroblastos con LOX 'y BMP1. Por
lo tanto, la presente invencion se refiere a una matriz extracelular descelularizada que
comprende la cantidad de colageno insoluble depositado en la matriz de, al menos, 3 pg/10°

células, mas de cuatro veces la cantidad acumulada en ausencia de LOX y BMP1.

Usos de la invencion

Adicionalmente, los autores de la presente invencion también han descubierto que la
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realizacion de cultivos de fibroblastos con sobrenadantes enriquecidos en LOX y BMP1
incrementa en gran medida la deposicion de colageno sobre la matriz insoluble a expensas
de la fraccion soluble en el medio extracelular (Ejemplo 1). Estos resultados apoyan un
protocolo conveniente para aumentar la capacidad de los cultivos de células in vitro de
depositar colageno en la matriz extracelular, lo cual representa un enfoque prometedor para
su aplicacién en ingenieria tisular.

Por lo tanto, en otro aspecto, la presente invencion se refiere a un uso in vitro de una
composicion que comprende una lisil oxidasa (LOX), o un fragmento de la misma, y proteina
morfogenética ésea 1 (BMP1), o un fragmento de la misma, en lo sucesivo en el presente
documento “primer uso de la invencion”, para aumentar la sintesis y/o depdsito de colageno

en una matriz extracelular.

Las expresiones “Lisil oxidasa” y “proteina morfogenética ésea 1” y fragmentos de la
misma se han definido en parrafos anteriores. Como se ha explicado anteriormente, en una
realizacién en particular, la proteina LOX comprende una secuencia de aminoacidos con
una identidad de al menos un 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98 o un 99 % con la SEQ ID
NO: 1. En otra realizacion en particular, la proteina BMP1 comprende una secuencia de
aminoacidos con una identidad de al menos un 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98 o un 99 %
con la SEQ ID NO: 4. El término “identidad” se ha definido anteriormente.

Como se puede observar en los ejemplos de la presente descripcién, una
composicion que comprende la LOX, o un fragmento de la misma, y BMP1, o un fragmento
de la misma, en lo sucesivo en el presente documento “composicion de la invencion”, puede
aumentar la sintesis y/o depdsito de colageno en una matriz extracelular. La presente
composicion, ademas de comprender las proteinas LOX y BMP1, puede comprender otro
tipo de compuestos que favorecen la actividad de LOX y BMP1. Ejemplos de estos
compuestos son cualquiera de los agentes bioactivos mencionados anteriormente. Por lo
tanto, en una realizacién en particular, el agente bioactivo se selecciona entre factor de
crecimiento transformante beta (TGF-beta), sulfato de dextrano, ascorbato y combinaciones
de los mismos. La ECM puede comprender mas de un agente bioactivo. Por lo tanto, en otra
realizacién particular, la ECM comprende adicionalmente un factor de crecimiento y
moléculas de la matriz extracelular. En una realizacién mas particular, la ECM comprende

adicionalmente TGF-beta, sulfato de dextrano y ascorbato.
Para aumentar la sintesis y/o depdsito de colageno en una matriz extracelular, la

composicion de la invencion se puede poner en contacto con las células productoras de
ECM y a continuacion estas células se pueden depositar sobre una superficie para su cultivo
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0, como alternativa, la composicion de la invencibn se puede poner en contacto
directamente con una ECM o una superficie como las descritas anteriormente que ya
comprenden células productoras de ECM.

Los ejemplos de células productoras de ECM, que se pueden cultivar junto con la
composicion de la invencidén o que pueden estar presentes en la ECM, incluyen, pero no se
limitan a, células de fibroblasto, células de queratinocito, células de tenocito, células de
condrocito y/o cualquier combinacién de las mismas. Por lo tanto, en una realizacion en
particular, la matriz extracelular comprende células de fibroblasto, células de queratinocito,
células de tenocito, células de condrocito y/o cualquier combinacién de las mismas. El medio
y las condiciones (pH, medio, temperatura, etc.) para cultivar estas células se conocen
ampliamente en el estado de la técnica.

Como se ha explicado anteriormente en la presente invencion, los inventores han
descubierto que las matrices obtenidas a partir de fibroblastos regulan la diferenciacion
adipogénica y osteogénica de células madre mesenquimales (MSC) humanas, y que este
efecto se modulé con LOX y BMP1 (véase el Ejemplo 2). Estos resultados proporcionaron
evidencias de que las matrices obtenidas a partir de fibroblastos son capaces de regular la
diferenciacion adipogénica y osteogénica de MSC humana, una potente herramienta celular

en medicina regenerativa.

Por lo tanto, en otro aspecto, la presente invencion se refiere a un uso in vitro de la
matriz extracelular de la invencion, en lo sucesivo en el presente documento “segundo uso
de la invencion”, para regular la diferenciacion de células madre, preferentemente células

madre mesenquimales, en la que la ECM esta descelularizada.

Como se usa en el presente documento, el término “que regula” o “regula” se refiere
alcontrol de la capacidad de las células madre para diferenciarse a un tipo de célula mas
especializada. En biologia de desarrollo, la diferenciacién celular es el proceso por el que
una célula cambia de un tipo celular a otro. Como sabe el experto en la materia, las células
madre son una clase de células no diferenciadas que son capaces de diferenciarse a tipos
de células especializadas. En una realizacién particular de la presente invencion, la célula
madre cuya diferenciacion esta regulada por la ECM de la invencién es una célula madre
mesenquimal. Las células madre mesenquimales o del estroma son una poblacién de
células del estroma, presentes en la médula ésea, tejido adiposo y la mayoria de los tejidos
conectivos, capaces de diferenciacion en tejidos mesenquimales tales como tejido adiposo
(adipogénesis), tejido 6seo (osteogénesis) y cartilago (condrogénesis). La ECM de la
invencion se puede usar para cultivar las MSC y regular su diferenciaciéon en células de
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tejido adiposo, 6seo y cartilaginoso. En una realizacion particular del segundo uso de la
invencion, la diferenciacion adipogénica y/u osteogénica de células madre mesenquimales
esta regulada por la ECM de la invencion, en la que la ECM esta descelularizada. En una
realizaciéon mas particular, la diferenciacion de células madre mesenquimales se reduce o se
inhibe con la ECM de la invencidn, en la que la ECM esta descelularizada.

En la presente descripcion, se considera que “la diferenciacion de células madre
mesenquimales se reduce” o “la diferenciacion de células madre mesenquimales se inhibe”
cuando mas de un 50 %, preferentemente mas de un 60 % de toda la poblacion celular de

células madre mesenquimales no se diferencia en tejidos mesenquimales.

Como se usa en el presente documento, el término “descelularizada” se refiere al
proceso usado en ingenieria biomédica para aislar la ECM de sus células residentes,
dejando un armazén de ECM. El experto en la materia es capaz de eliminar las células
dentro de la ECM sin dafiar a los componentes extracelulares. Para retirar las células de una
ECM se pueden usar métodos fisicos, quimicos y enzimaticos. Los métodos fisicos mas
comunes usados para lisar, eliminar, y retirar células de la matriz de un tejido son el uso, por
ejemplo, de temperatura, fuerza y presién, o estimulacion eléctrica. Como alternativa a los
métodos fisicos, se puede seleccionar una combinacién apropiada de agentes quimicos
para la descelularizacion dependiendo del grosor, composicion de la matriz extracelular, y
del uso para el cual esté destinada la ECM. Los agentes quimicos usados para eliminar y
retirar las células incluyen, pero no se limitan a, acidos, tratamientos alcalinos, detergentes
idnicos, detergentes no idnicos, y detergentes zwitterionicos. El detergente idnico, dodecil
sulfato sédico (SDS), se usa comunmente debido a su elevada eficacia para lisar células sin
danar significativamente la ECM. Los detergentes actuan de manera eficaz para lisar la
membrana celular y exponer los contenidos a degradacién adicional. Después de que el
SDS lisa la membrana celular, endonucleasas y exonucleasas degradan los contenidos
genéticos, mientras que otros componentes de la célula se solubilizan y se retiran de la
matriz mediante lavado. Los tratamientos alcalinos y acidos pueden ser compaferos
eficaces con un tratamiento con SDS debido a su capacidad para degradar acidos nucleicos
y solubilizar inclusiones citoplasmaticas. El detergente no ibnico mejor conocido es Triton X-
100, que es popular debido a su capacidad para alterar las interacciones entre lipidos y
entre lipidos y proteinas. El Triton X-100 no altera las interacciones proteina-proteina, que
son beneficiosas para mantener la ECM intacta. EI EDTA es un agente quelante que se une
al calcio, que es un componente necesario para que las proteinas interactuan entre si.
Haciendo que no haya disponibilidad de calcio, el EDTA evita que las proteinas que actuan
de puentes entre células se puedan unir entre si. El EDTA a menudo se usa con tripsina,
una enzima que actlua como una proteasa para romper los enlaces ya existentes entre
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proteinas integrales de células vecinas dentro de un tejido. En conjunto, la combinacion de
EDTA-tripsina forma un buen equipo para la descelularizacion de la ECM. Las enzimas
usadas en tratamientos de descelularizacion se usan para romper los enlaces e
interacciones entre acidos nucleicos, células que interactuan a través de proteinas vecinas,
y otros componentes celulares. Lipasas, termolisina, galactosidasa, nucleasas, y tripsina,
todas se han usado en la retirada de células. Después de lisar una célula con un detergente,
acido, presion fisica, etc., endonucleasas y exonucleasas pueden comenzar la degradacion
del material genético.

Dentro del contexto de la presente invencion, también esta incluido el uso de la ECM
de la invencién para seleccionar medicamentos en el tratamiento de enfermedades, asi
como el uso de la ECM de la invencion como un material de soporte para regenerar un tejido
bioldgico.

Métodos de la invenciéon

En otro aspecto, la invencién se refiere a un método in vitro para obtener una matriz
extracelular de la invencion, en lo sucesivo en el presente documento “primer método de la
invenciéon”, que comprende incubar las células productoras de ECM en presencia de una
composicion que comprende una lisil oxidasa (LOX), o un fragmento de la misma, y proteina
morfogenética 6sea 1 (BMP1), o un fragmento de la misma, o cultivar células productoras de
ECM modificadas genéticamente para producir una enzima LOX, o un fragmento de la
misma, y/o BMP1, o un fragmento de la misma.

El primer método de la invencion comprende la incubacién de células en presencia
de una composicion que comprende proteinas LOX y BMP1 o un fragmento de las mismas.
En el estado de la técnica se conocen ampliamente métodos y medios para incubar células.
Un ejemplo de estos métodos se puede encontrar en los ejemplos ilustrativos de la presente
invencién. En resumen, las células productoras de ECM se incuban en medio DMEM (pH
7.4) sin suero ni rojo fenol, y a continuacion se afiade sulfato de dextrano y ascorbato en

presencia o ausencia de TGF-beta durante 4 dias a 37°C.

Ademas, la composicién que comprende adicionalmente proteinas LOX y BMP1
también puede comprender un “agente bioactivo” o un “compuesto bioactivo”. En el presente
documento estos términos se usan para hacer referencia a un compuesto o entidad que
altera, inhibe, activa o influye de otro modo en procesos biolégicos o quimicos. En la
presente descripcion se han mencionado anteriormente ejemplos de agente bioactivo.
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En una realizacién particular del primer método de la invencién, la proteina LOX
comprende una secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos un 70, 75, 80, 85,
90, 95, 96, 97, 98 0 un 99 % con la SEQ ID NO: 1. En una realizacion particular del primer
metodo de la invencion, la proteina BMP1 comprende una secuencia de aminoacidos con
una identidad de al menos un 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98 o un 99 % con la SEQ ID
NO: 2. Estas realizaciones en particular, asi como los términos y expresiones usados, se
han explicado y definido en aspectos inventivos previos de la presente invencion.

En otra realizacion particular, las células productoras de ECM son fibroblastos,
queratinocitos, tenocitos, condrocitos y/o cualquier combinacion de las mismas. En otra
realizacion particular, las células productoras de ECM se modifican genéticamente para
producir la enzima LOX, o un fragmento de la misma, y/o BMP1 o un fragmento de la

misma.

Después de haber incubado las células con la composicion que comprende proteinas
LOX y BMP1, se puede permitir que estas a continuacion formen una ECM en cultivo tisular
0, después de sembrarlar sobre un armazén. En el primer método de la invencion para
producir la ECM, las células se pueden exponer a varios factores o compuestos para
estimular la produccion de dicha ECM. Una vez que se produce la ECM, ésta se puede
aislar mediante técnicas bien conocidas en el estado de la técnica. La ECM obtenida de ese
modo muestra un aumento del depdsito de colageno con respecto a otra ECM cuyas células
no se han incubado con una combinacion de proteinas LOX 'y BMP1.

Como alternativa, el primer método de la invencion puede comprender el cultivo de
células productoras de ECM modificadas genéticamente para producir la enzima LOX y/o
BMP1. En la presente descripcion se han descrito previamente ejemplos de métodos para

modificar genéticamente células.

Como consecuencia de la puesta en practica del primer método de la invencion, se
obtiene una ECM. Por lo tanto, en otro aspecto, la presente invencion se refiere a una ECM

obtenida con el primer método de la invencion.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un método in vitro para regular la
diferenciacion de células madre, preferentemente células madre mesenquimales, en lo
sucesivo en el presente documento “segundo método de la invencién”, que comprende
cultivar las células madre, preferentemente células madre mesenquimales (MSC), en la
matriz extracelular de la invencién, en la que la ECM estd descelularizada. El término
“descelularizado” se ha descrito en parrafos anteriores.
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Los sustratos para investigacion de cultivo celular convencional incluyen plastico,
vidrio, y filtros microporosos (por ejemplo, celuldsicos, nailon, fibra de vidrio, poliestireno,
poliéster, y policarbonato). Los sustratos para bio-reactores usados en cultivo celular
discontinuo o continuo o en ingenieria genética incluyen tubos de fibras huecas o
microparticulas. En algunas realizaciones, el sustrato/recipiente puede estar fabricado con
cualquier material adecuado capaz de permitir que los componentes de la matriz extracelular
se adsorban o se unan a al menos una superficie del sustrato o recipiente. Los materiales de
este tipo pueden incluir los siguientes: celulosa, poliestireno, policarbonato,
politetrafluoroetileno, nailon, vidrio, tereftalato de polietileno, polimetilpentano, polipropileno,
polietileno y combinaciones de los mismos. Otros materiales que se pueden usar incluyen
Permanox®, poliéster, poliamida, poliimida, y materiales a base de silice, incluyendo
recipientes de vidrio y similares. También se pueden usar combinaciones de cualquiera de
los materiales mencionados anteriormente. Estos materiales pueden ser porosos o no
porosos

El medio usado para cultivar las células madre, preferentemente células madre
mesenquimales, es un medio de cultivo celular acondicionado o definido. En una realizacion,
el medio es medio condicionado de MEF suplementado con factor de crecimiento de
fibroblastos basico (bFGF). El bFGF puede estar presente en una cantidad de
aproximadamente 4 a aproximadamente 20 ng/ml en el medio. No obstante, se observa que
el método de cultivo no esta limitado a este medio de cultivo. Se ha descrito que un gran
numero de medios son compatibles con el cultivo de células MSC.

A modo ilustrativo, el medio condicionado se puede preparar cultivando fibroblastos
embrionarios de raton primario irradiados o inactivados con mitomicina C en un medio de
sustitucion de suero tal como, por ejemplo, DMEM, K/O DMEM, o DMEM/T12 que contiene
4 ng/ml de factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF). Usualmente, el
sobrenadante del cultivo se recoge después de 1 dia a 37 °C, y se suplementa con factores
de crecimiento adicionales, incluyendo bFGF. De forma mas especifica, a partir de los
siguientes componentes se pueden preparar medios de cultivos sin alimentador, de base
adecuada: medio de Eagle modificado con Dulbecco (DMEM), medio de Eagle modificado
con Dulbecco para desactivacion genética (KG DMEM), medio basal de Ham F12/DMEM al
50 % (Ham's F12/50% DMEM basal medium); L-glutamina 200 mM, solucion de
aminoacidos no esenciales, -mercaptoetanol, factor de crecimiento de fibroblastos basico

recombinante humano (bFGF).
A continuacién, el medio/medios se combina/n con las células usadas para

condicionamiento en un entorno que permite que las células liberen en el medio los
componentes que mantienen células madre. Opcionalmente, las células se pueden inactivar

23



10

15

20

25

30

35

ES2 717374 Al

(es decir, hacer incapaces de replicacion sustancial) mediante radiacion (por ejemplo,
aproximadamente 4.000 rads), tratamiento con un inactivador quimico como mitomicina C, o
mediante cualquier otro método eficaz. La inactivaciéon de las células no es necesaria en
casos en los que el medio se separa de las células condicionadas antes de su uso en
cultivos de células madre. Las células se cultivan en el medio durante un periodo de tiempo
suficiente para permitir una concentracion adecuada de los factores liberados (o consumo
de componentes del medio) para producir un medio que facilite el cultivo de células madre
embrionarias sin diferenciacion. Por lo general, el medio acondicionado mediante cultivo
durante 24 h a 37 °C produce un medio que permite el cultivo de células madre durante 24
horas. Sin embargo, el periodo de cultivo se puede ajustar hacia arriba o hacia abajo,
determinando por via empirica (0 mediante ensayos de la concentracién de factores
esenciales) qué constituye un periodo adecuado.

Las células madre, preferentemente células madre mesenquimales, se pueden
sembrar sobre la ECM de la invencién en una distribucion adecuada y en presencia del

medio condicionado.

Una manera conveniente para determinar si las MSC se estan diferenciando es
seguir las caracteristicas morfoldgicas de las colonias. Por ejemplo, los elementos distintivos
morfoldgicos caracteristicos de las MSC no diferenciadas son conocidos por el experto en la
materia, e incluyen una proporcion nuclear/citoplasmatica elevada, nucléolos prominentes, y
formacion de colonias compactas con uniones celulares poco discernibles. Durante el pase,
algunas células se pueden diferenciar (en particular cuando se siembran como células
individuales, o cuando se permite que se formen grandes grupos). Sin embargo, por lo
general los cultivos vuelven a establecer una proporcibn mas grande de células no
diferenciadas durante el periodo de cultivo. De forma ideal, las células propagadas tendran
un tiempo de duplicacién no superior a aproximadamente 20-40 horas.

La presente invencién también se refiere a un método para mantener y expandir
células madre, preferentemente células madre mesenquimales, en cultivo en un estado no
diferenciado, método que comprende cultivar las células madre mesenquimales en la matriz

extracelular de la invencion en la que la ECM esta descelularizada.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método para aumentar el
depésito de colageno en una matriz extracelular, en lo sucesivo en el presente documento
“tercer método de la invencion”, que comprende cultivar células en presencia de una
composicion que comprende una lisil oxidasa (LOX) y proteina morfogenética 6sea 1
(BMP1), o cultivar células productoras de ECM modificadas genéticamente para producir la
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enzima LOX y/o BMP1.

En una realizacion particular del tercer método de la invencién, la proteina LOX
comprende una secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos un 70, 75, 80, 85,
90, 95, 96, 97, 98 o un 99 % con la SEQ ID NO: 1.

En una realizacion particular del tercer método de la invencion, la proteina BMP1
comprende una secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos un 70, 75, 80, 85,
90, 95, 96, 97, 98 o un 99 % con la SEQ ID NO: 2.

En una realizacién particular, las células productoras de ECM son fibroblastos,

queratinocitos, tenocitos, condrocitos y/o cualquier combinacién de las mismas.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos
usados en el presente documento tienen el mismo significado que normalmente entiende
alguien con una experiencia habitual en la materia a la que pertenece la presente invencion.
En la practica de la presente invencion se pueden usar métodos y materiales similares o
equivalentes a los que se describen en el presente documento. A través de la descripcion y
las reivindicaciones, el término "comprender" y sus variaciones no pretenden excluir otras
caracteristicas, aditivos, componentes, o etapas. Los objetos, ventajas y caracteristicas
adicionales de la invencion llegaran a ser evidentes para las personas con experiencia en la
materia después del examen de la descripcién o se pueden aprender con la practica de la
invencion. Los ejemplos y figuras que siguen a continuacién se proporcionan a modo de

ilustracidon y no pretenden limitar la presente invencion.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Estimulacion de la sintesis de colageno dependiente del tiempo y
deposicion en fibroblastos incubados con y sin TGF-B1. A) Colageno soluble en el
sobrenadante. B) Fraccion de colageno solubilizado por pepsina asociada a la monocapa
celular. C) Colageno insoluble depositado en la matriz. Las fracciones de colageno se
determinaron a partir de células incubadas de 1 a 4 dias en ausencia (barras de color
blanco) o presencia de 5 ng/ml de TGF-B1 (barras de color negro) como se describe en
Materiales y Métodos. Los valores se representan como ug de colageno por millon de
células (valor medio + SEM, n = 6; *P < 0,05 o **P < 0,01 con respecto a un dia en ausencia
de TGF-B1, y P < 0,05 con respecto al valor del tiempo correspondiente en ausencia de
TGF-B1).
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Figura 2. Generacion de células HEK293 que sobreexpresan formas secretadas y
activas de proteinas LOX y BMP1. Induccién de proteinas LOX (A) y BMP1 (B) en células
HEK293 después de incubacion con el analogo de tetraciclina, doxiciclina, a 10 uM tal como
se evalua mediante inmunotransferencia usando extractos totales (panel izquierdo) o
alicuotas del sobrenadante celular concentradas con Amicon (panel derecho). C) La
combinacion de sobrenadantes celulares que contienen proteinas LOX y BMP1 da lugar a la
activacion proteolitica de LOX tal como se evalua mediante inmunotransferencia. Las
transferencias mostradas corresponden a experimentos representativos realizados dos
veces con dos preparaciones independientes. Las bandas inmunorreactivas de LOX se
cuantificaron a partir de los resultados que se muestran en el panel C y se expresaron como
porcentaje del total: precursor de 50 KDa (circulo abierto), forma activa de 30 KDa (circulo
cerrado), y banda desconocida de 25 KDa (cuadrados abiertos). D) Actividad enzimatica de
LOX tal como se mide usando un ensayo de rojo Amplex en sobrenadantes celulares a partir
de células no inducidas (Basal, barra de color blanco), inducidas y sin BMP1 (Solo LOX,
barra cerrada), o inducidas y combinadas con sobrenadantes de BMP1 durante 5-60
minutos (LOX+BMP1, barras cerradas). Los valores se representan como unidades
arbitrarias de fluorescencia (valor medio £+ SEM, n = 6; *P < 0,05, **P < 0,01).

Figura 3. Inmunorreactividad de LOX en los sobrenadantes de -cultivos de
fibroblastos suplementados con medios condicionados que contienen LOX y BMP1. Los
sobrenadantes de LOX, BMP1 o ambos LOX/BMP1 se afadieron a cultivos de fibroblastos
en presencia (T) o ausencia (basal, B) de TGF-1, y la inmunorreactividad de LOX se evalué
mediante inmunotransferencia tanto al inicio del experimento (A, un dia) como al final (B,
cuatro dias). Las transferencias que se muestran corresponden a experimentos

representativos realizados dos veces con dos preparaciones independientes.

Figura 4. Efecto del suplemento con sobrenadantes de LOX/BMP1 en la deposicion
de colageno a partir de cultivos de fibroblastos. Las fracciones de coldgeno como se
midieron en la Figura 2 se analizaron en fibroblastos expuestos a medios condicionados a
partir de células de control o células que sobreexpresan LOX y BMP1 y se incubaron con y
sin TGF-B1 durante 4 dias. A) Colageno soluble en el sobrenadante. B) Fraccion de
colageno solubilizado por pepsina asociada con la monocapa celular. C) Colageno insoluble
depositado en la matriz. D) Niveles de entrecruzamiento de piridinolina obtenida a partir de
LOX (PYD) en la matriz depositada por cultivos de fibroblastos expuestos a medios
condicionados tal como se evalué mediante ELISA especifico. Los valores se representan
como pg de colageno o concentracion de PYD por millén de células (medio £ SEM, n = 6; *P
< 0,05 con respecto a los valores del control correspondiente con TGF-31).
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Figura 5. Inmunorreactividad de colageno de tipo | en los sobrenadantes de cultivos
de fibroblastos suplementados con medios condicionados que contienen LOX y BMP1. Los
cultivos de fibroblastos se expusieron a sobrenadantes control o con LOX/BMP1 en
presencia (T) o ausencia (B) de TGF-f1 durante 4 dias y la inmunorreactividad del colageno
de tipo | se evalué mediante inmunotransferencia tal y como se describe en Materiales y
Métodos. La inmunorreactividad especifica del colageno de tipo | se detecté como una
banda inducida por TGF-B1 de aproximadamente 150 KDa. Las transferencias que se
muestran corresponden a experimentos representativos realizados dos veces con dos
preparaciones independientes.

Figura 6. Analisis de inmunofluorescencia de deposicién de colageno de tipo | a partir
de cultivos de fibroblastos expuestos a sobrenadantes de LOX/BMP1. Los fibroblastos
expuestos a sobrenadantes control o con LOX/BMP1 e incubados en presencia de TGF-31
durante 4 dias se procesaron para analisis de inmunofluorescencia de colageno de tipo | tal
y como se describe en Materiales y Métodos. Las microfotografias mostradas corresponden
a resultados representativos de tincion para colageno de tipo | (columna izquierda) y nucleos
usando DAPI (columna derecha) realizada dos veces con dos preparaciones
independientes.

Figura 7. Deteccion de inmunofluorescencia de colageno | depositado en matrices
descelularizadas de fibroblastos expuestos a sobrenadantes de LOX/BMP1. Las monocapas
de fibroblastos expuestas a sobrenadantes de control o de LOX/BMP1 en presencia de
TGF-B1 durante 4 dias se descelularizaron antes de su procesamiento para analisis de
inmunofluorescencia de colageno de tipo | como se describe en Materiales y Métodos. Las
microfotografias mostradas corresponden a resultados representativos de tincion para
colageno de tipo | (columna izquierda) realizada dos veces con dos preparaciones
independientes. La ausencia de tincion con DAPI confirmd la eficacia del procedimiento de

descelularizacion.

Figura 8. Diferenciacion adipogénica de MSC humanas sembradas en matrices
descelularizadas de fibroblastos expuestos a sobrenadantes de LOX/BMP1. La capacidad
adipogénica se evalué mediante examen microscopico (A) y se cuantific6 mediante analisis
espectrofotométrico (B) usando tincién con Rojo Aceite O en MSC humana sembradas sin
matriz, con la matriz de los fibroblastos estimulados con TGF- expuesta a medio de control
o con LOX/BMP1. Las microfotografias mostradas corresponden a resultados
representativos de tincidn realizados dos veces con dos preparaciones independientes. Los
valores se representan como absorbancia a 540 nm (medio £+ SEM, n = 6; *P < 0,05 con
respecto a experimentos sin matriz, y *P < 0,05 con respecto a matriz obtenida a partir de
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fibroblastos de matriz en medio control).

Figura 9. Diferenciacion osteogénica de MSC humanas sembradas en matrices
descelularizadas de fibroblastos expuestos a sobrenadantes de LOX/BMP1. La capacidad
de MSC humanas para diferenciarse a osteoblastos en sustratos sin matriz, con matriz de
fibroblastos estimulados con TGF-B1 expuestos a medio control o con LOX/BMP1 se evalud
mediante examen microscoépico (A) y se cuantificé mediante espectrofotometria (B) usando
tincion con Rojo de Alizarina S. Las microfotografias mostradas corresponden a resultados
representativos de tincion realizados dos veces con dos preparaciones independientes. Los
valores se representan como absorbancia a 405 nm (medio + SEM, n = 6; *P < 0,05 con
respecto a experimentos sin matriz, y P < 0,05 con respecto a una matriz obtenida a partir
de fibroblastos bajo medio control).

EJEMPLOS
|. MATERIAL Y METODOS

Cultivo celular de fibroblastos

La linea celular CCD-19Lu de fibroblastos humanos (ATCC) se mantuvo en medio de
cultivo como ya se ha descrito (Puig et al., 2015, Molecular Cancer Research 13, 161-173).
Para analisis de colageno, los fibroblastos se sembraron en placas de 100 mm en medio de
cultivo sin suero ni rojo fenol pero que contenia 100 pg/ml de sulfato de dextrano de
500 KDa (DxS) y 29 pg/ml de 2-fosfato de acido L-ascorbico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO),
hasta cuatro dias en ausencia o presencia de 5 ng/ml de TGF-B1 (R&D Systems,
Minneapolis, MN).

Analisis de colageno

Al final del tiempo experimental, los medios de cultivo se recogieron y el colageno
soluble se midi6 después de concentracién con el Ensayo de Colageno Soluble Sircol
(Biocolor, Carrickfergus, Reino Unido) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las capas
de células se rasparon, se extrajeron durante una noche con tampon basado en acido (acido
acético 0,5 M), y los sedimentos resultantes se digirieron con 0,5 mg/ml de pepsina (Sigma-
Aldrich) en HCI 10 mM. Las fracciones solubilizadas correspondientes se analizaron para
colageno con Sircol. El colageno insoluble después de digestion con pepsina se hidrolizé a
100°C durante 16 horas con HCI 12 M, se neutralizé con NaOH y se analizé con el ensayo
de hidroxiprolina usando colageno de tipo | hidrolizado como patrén (Kesava Reddy y
Enwemeka, 1996, Clinical Biochemistry 29, 225-229.). Las fracciones hidrolizadas también
se evaluaron para el contenido del entrecruzamiento de piridinolina (PYD) usando un kit de
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ELISA disponible comercialmente (Quidel, Athens, OH).

El colageno soluble en el sobrenadante también se analizd mediante
inmunotransferencia usando un anticuerpo especifico anti-colageno a1 de tipo | (sc-8784,
Santa Cruz, Dallas, Texas) después de fraccionamiento de proteinas en geles de
electroforesis en dodecil sulfato sédico-poliacrilamida (SDS-PAGE) siguiendo protocolos que
se han descrito previamente (Busnadiego et al., 2013, Molecular and Cellular Biology 33,
2388-2401).

Generacion de clones de células HEK293 que sobreexpresan LOXy BMP1

Una construccion de LOX humana de longitud completa en vector pYX-Asc se obtuvo
a partir de Imagenes GmbH (Berlin, Alemania). Una construccion de BMP1 humana de
longitud completa en vector pBabe fue proporcionada amablemente por Victor L. Ruiz-Pérez
(Instituto de Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols”, Madrid, Espana) (Martinez-Glez et
al., 2012, Human Mutation 33, 343-350). Ambas construcciones se clonaron en el vector
pcDNAS5/FRT/TO (Invitrogen, Carlsbad, CA), para obtener los correspondientes plasmidos
de pcDNAS/FRT/TO-LOX y -BMP1. A continuacion estas construcciones se co-
transfectaron con el plasmido pOG44 de expresion de Flp recombinasa en la linea de
células Flp-In T-REx 293 usando Lipofectamina 2000 (Invitrogen). Estas células expresan de
forma estable el represor Tet y contienen un unico sitio deintergracion FRT (diana de
recombinacion de Flp). La expresion de la Flp recombinasa a partir del vector pOG44
promueve la insercién de los casetes de ADNc en el sitio FRT del genoma a través de
recombinaciéon de ADN especifica de sitio. Después de 48 horas, las células se
seleccionaron mediante resistencia a higromicina B (Roche Diagnostics, Barcelona,
Espafia), y aparecieron clones después de 10-15 dias. Los clones isogénicos se
expandieron y la expresion del trasgén se analizé después de 48 horas de incubacion en
ausencia o presencia del analogo de tetraciclina, doxiciclina a 10 pM. Los medios de cultivo
se concentraron usando unidades de filtro Amicon Ultra-4 (Ultra-Cel 10K, Millipore, Cork,
Irlanda). Los niveles de proteina LOX y BMP1 en capas celulares o sobrenadantes
concentrados se detectaron mediante inmunotransferencia usando anticuerpos especificos
contra LOX (ab31238, Abcam, Cambridge, Reino Unido) y BMP1 (AF1927, R&D Systems).
La actividad enzimatica de LOX se determind usando un ensayo de Abcam disponible

comercialmente.

Estudios de inmunofluorescencia

La microscopia de fluorescencia se realizé tal y como se ha descrito anteriormente
(Lagares et al., 2012). En resumen, las células se sembraron sobre cubreobjetos de vidrio
de 10 mm de diametro (N.° 1,5) en placas de cultivo de 35 mm (Mattek, Ashland, MA).
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Después del tratamiento correspondiente, las células se fijaron con metanol frio durante 5
minutos, se bloquearon con BSA al 1 % en solucion tamponada con fosfato (PBS) durante 1
h, y a continuacién se incubaron durante una noche a 4 °C con anticuerpo anti-colageno a1
de tipo | (Santa Cruz), seguido de los correspondientes anticuerpos secundarios
fluorescentes. La florescencia celular se visualizd mediante microscopia con un Eclipse
T2000U de Nikon (Nikon, Amstelveen, Paises Bajos).

Para analisis de la matriz depositada a partir de células, la descelularizacion se
realizd6 mediante incubacién con un tampén de extraccion que contenia Triton X-100 al 0,5
% (v/iv) y NH,OH 20 mM en PBS durante 3-5 minutos como se ha descrito previamente
(Cukierman, 2001, Preparation of Extracellular Matrices Produced by Cultured Fibroblasts,
Current Protocols in Cell Biology. John Wiley & Sons, Inc.).

Andlisis de diferenciacién adipogénica y osteogénica de células madre
mesenquimales humanas

Las células madre mesenquimales (MSC) humanas (Promocell, Heidelberg,
Alemania) se mantuvieron en cultivo en medio basal (Promocell) y a continuacion se
indujeron para adipogénesis y osteogénesis con los correspondientes medios de
diferenciacién (Promocell) durante 21 dias con cambio de medio cada 2-3 dias. Los cambios
fenotipicos inducidos por diferenciacion de linaje, es decir, la formacién de vesiculas de
lipidos para adipogénesis y la deposicién extracelular de fosfato calcico para osteogénesis,
se monitorizaron mediante tincion con Rojo Aceite O y Rojo de Alizarina S (Santa Cruz),
respectivamente, tal y como se ha descrito previamente (Bruedigam et al., 2007, Basic
Techniques in Human Mesenchymal Stem Cell Cultures: Differentiation in Osteogenic and
Adipogenic Lineages, Genetic Perturbations, and Phenotypic Analyses, Current Protocols in
Stem Cell Biology. John Wiley & Sons, Inc.). La diferenciacién se evalu6 mediante examen
microscopico y se cuantificé mediante analisis espectrofotométrico después de solubilizacion
del colorante.

Analisis Estadistico

Los datos experimentales se analizaron usando el ensayo t de Student para
muestras no relacionadas o independientes en el caso de distribucion normal de datos o
usando ensayos no paramétricos cuando fue apropiado. Los valores de P obtenidos se

indican en las leyendas de las figuras cuando son estadisticamente significativos (P < 0,05).
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. RESULTADOS

Ejiemplo 1: La composicion que comprende Lisil oxidasa (LOX) y proteina
morfogenética 6sea 1 (BMP1) produce un fuerte aumento de la deposicién de
colageno in vitro.

La deposicion de colageno in vitro es lenta y tiene baja eficiencia.

Los inventores han estudiado la sintesis y deposicion de colageno en cultivos de
células de fibroblasto de pulmén humano (CCD19-Lu) en condiciones basales o incubadas
con la citoquina profibrética factor de crecimiento transformante beta (TGF-B1) durante
periodos de tiempos que varian de uno a cuatro dias (Figura 1). Varias fracciones de
colageno se pueden extraer de los cultivos que representan las etapas secuenciales en el
proceso biosintético. Los sobrenadantes celulares se evaluaron para la forma soluble del
colageno secretado. Para extraer el colageno no entrecruzado, recientemente depositado,
en monocapas de células se usd tampdén a base de acido. A continuacion se usé un
tratamiento con pepsina para digerir por via proteolitica los segmentos de telopéptido sin
colageno, y de ese modo, solubilizar el colageno recientemente entrecruzado. Para
determinar el colageno que se hace soluble con estos procedimientos se usé un ensayo
colorimétrico basado en rojo Sirio (Sircol). Por ultimo, el colageno insoluble en los
sedimentos celulares se hidrolizd con acido fuerte y calor, y la hidroxiprolina se midié como
una estimacion del colageno fuertemente entrecruzado. Como se muestra en la Figura 1A,
el colageno soluble se acumulé progresivamente en sobrenadantes celulares de fibroblastos
incubados en condiciones basales, y este efecto aumentdé adicionalmente en células
estimuladas con TGF-B1. A pesar de esta tasa de sintesis y acumulaciéon de colageno
soluble, la deposiciéon en la matriz tanto como formas solubles o insolubles de pepsina
solamente aumentd ligeramente en células incubadas durante cuatro dias con TGF-31
(Figura 1B y Figura 1C). El tampon acido solubilizé cantidades insignificantes de colageno,
lo que indica que esta combinacion no es estable en las condiciones experimentales de los
inventores (datos no mostrados). En general, estos resultados indican que, a pesar de una
produccion y secrecidn activas de precursores de colageno, la deposicién in vitro es un
proceso que no se ve favorecido, incluso en condiciones de “agregracion macromolecular”

(macromolecular crowding), tales como las estudiadas en el estudio de los inventores.

Generacion de lineas de células HEK293 que sobreexpresan lisil oxidasa (LOX) y
proteina morfogenética 6sea 1 (BMP1)

Varias evidencias en la bibliografia sugieren que una conversion incompleta de
procolageno por la proteina morfogenética de C-proteinasa/dsea 1 (BMP1) limita de forma
significativa la deposicién de colageno in vitro. Entre varios sustratos de matriz (y no matriz),
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BMP1 también cataliza la conversion proteolitica del precursor de la lisil oxidasa (LOX) para
producir su forma activa, estimulando de ese modo la etapa inicial en el proceso de
entrecruzamiento de colageno. Los inventores presentaron la hipdtesis de que la adicién de
LOX y/o BMP1 puede representar una estrategia para estimular la deposicion de colageno in
vitro. Para este fin, los inventores generaron clones de células HEK293 que expresan de
forma estable construcciones de LOX y BMP1 bajo el control dependiente de tetraciclina.
Como se muestra en la Figura 2A, los transfectantes de LOX expresaban y secretaban al
medio extracelular varias bandas inmunorreactivas para LOX, incluyendo el precursor de
aproximadamente 50 KDa, y bandas mas cortas de 25 KDa y 30 KDa. En un enfoque
similar, los transfectantes de BMP1 mostraban expresién sensible a doxiciclina y secrecion
de una mezcla compleja de formas de BMP1 que variaba de 60-100 KDa, lo que
probablemente representa formas precursoras y procesadas (Figura 2B). La presencia en
células que sobreexpresan LOX de la banda de 50 KDa de LOX indica una capacidad
limitada de las células para procesar y activar la enzima. De forma interesante, la incubacién
de sobrenadantes celulares que contenian LOX con aquellos conteniendo BMP1 estimulé la
protedlisis del precursor pro-LOX a la forma activa de 30 KDa de una manera dependiente
del tiempo (Figura 2C y D). La forma mas corta de LOX de 25 KDa no se modificé por la
accién de BMP1. La actividad enzimatica de LOX se evalué en un ensayo fluorométrico
usando sobrenadantes de células basales e incubadas con doxiciclina. Como se muestra en
la Figura 2E, la induccion de la expresion de LOX estimulé un fuerte aumento de la actividad
enzimatica de LOX, que a su vez aumentd adicionalmente después de incubacién con
sobrenadantes de BMP1 de una manera dependiente del tiempo. En su conjunto, los
inventores tuvieron éxito en la generacién de sistemas celulares basados en HEK293 para
producir sobrenadantes enriquecidos con enzimas LOX y BMP1 que, cuando se combinan,
promovieron in vitro la activacion proteolitica de LOX.

La adicion de lisil oxidasa (LOX) y proteina morfogenética 6sea 1 (BMP1) produce un
fuerte aumento de la deposicién de colageno in vitro

En primer lugar los inventores comprobaron la activacion proteolitica de LOX en
fibroblastos expuestos a sobrenadantes. Como se muestra en la Figura 3A, los fibroblastos
incubados durante un dia solamente con sobrenadantes de LOX presentaban una cantidad
significativa del precursor de LOX sin procesar, lo que indica de nuevo una capacidad
celular limitada para procesar la proenzima in vitro. Por el contrario, la combinaciéon de LOX
y BMP1 recombinantes daba como resultado una protedlisis completa de la pro-LOX. La
presencia de formas procesadas de LOX en fibroblastos incubados con BMP1 solo indicaba
que la proteasa estimulaba el procesamiento de LOX producido de forma enddgena. No se
observaron bandas de LOX detectables en fibroblastos expuestos a medio control. Después
de cuatro dias de incubacion con sobrenadantes, la conversion proteolitica de la enzima pro-
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LOX fue completa, incluso en ausencia de BMP1 afiadida (Figura 3B). De forma interesante,
la inmunorreactividad de LOX fue menor en sobrenadantes de LOX/BMP1 que las de LOX
solo (tanto a un dia como cuatro dias), asi como en LOX (o LOX/BMP1) a un dia en
comparacion con las muestras correspondientes a los cuatro dias, lo que indica que en
cuanto se generan las formas procesadas de LOX, se degradan o se retienen en la matriz. A
continuacion, los inventores estudiaron el efecto de estos sobrenadantes en la sintesis y
deposicion del colageno. Como se muestra en la Figura 4A, a diferencia de células
expuestas a medio control, la incubacion de fibroblastos con sobrenadantes celulares que
contenian tanto LOX, BMP1 o una mezcla de ambas anulaba la acumulacién de colageno
soluble en el medio extracelular, tanto en ausencia como en presencia de TGF-B1, un efecto
que se confirm¢é adicionalmente mediante inmunotransferencia usando un anticuerpo anti-
collal (Figura 5). De forma simultanea con esta reduccién drastica, se encontré que las
fracciones tanto solubles como insolubles por pepsina de células tratadas con TGF-B1
aumentaron de forma significativa, siendo mas elevadas en células incubadas con la mezcla
de LOX/BMP1 que con cualquiera de LOX o BMP1 solas, una observacion que sugiere una
accion sinérgica para el efecto de ambas enzimas (Figura 4B y C). La enzima LOX cataliza
la deaminacion oxidativa de restos de lisina/hidrolisina telopeptidicos para producir
aldehidos altamente reactivos que reaccionan adicionalmente para formar
entrecruzamientos permanentes inmaduros y a continuacion maduras. El uso preferente de
hidroxilisina con respecto a lisina en reacciones de entrecruzamiento determina un patrén
distintivo en los productos de maduracion, con niveles mas elevados de piridinolinas que de
pirroles, como se encuentra normalmente en cartilago, hueso o aorta. Los sedimentos
insolubles en pepsina hidrolizada se sometieron a ensayo con un ELISA especifico para la
presencia de entrecruzamientos de piridinolina (PYD). Como se muestra en la Figura 4D, en
comparacion con el control, la exposicion de fibroblastos a sobrenadantes de LOX y/o BMP1
estimulé la formacion de entrecruzamientos de PYD, lo que indica que una parte significativa
del colageno depositado se forma a través de esta ruta de maduracion.

Ademas los inventores analizaron el efecto de sobrenadantes que contenian LOX y
BMP1 mediante analisis de inmunofluorescencia usando un anticuerpo anti-col1a1. Como se
muestra en la Figura 6, los fibroblastos expuestos a medio control presentaron
inmunorreactividad de colageno de tipo | en forma de agregados pequefios y grandes.
Aunque este aspecto no se veria modificado de forma significativa por los sobrenadantes de
LOX, las células expuestas a BMP1 y en particular a la mezcla de BMP1 y LOX mostraron
un patrén mas distintivo de inmunorreactividad que incluia la presencia de material fibroso,
probablemente coherente con su deposicién a la matriz, en lugar de estar asociado con la
capa celular. Ademas esto se confirmé en experimentos en matrices descelularizadas.
Como se muestra en la Figura 7, después de retirar el material asociado a célula, se
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observé un patron mas fibroso en la matriz depositada por células expuestas a BMP1 y a la
mezcla de BMP1 y LOX. La tincion con DAPI confirmaba que el procedimiento de extraccion
elimind de forma eficaz la capa celular. Tomados en conjunto, los resultados de los
inventores muestran que la puesta en practica de cultivos de fibroblastos con sobrenadantes
enriquecidos en LOX y BMP1 constituye una aproximacion eficaz para aumentar en gran
medida la deposicion de colageno sobre la matriz insoluble.

Ejemplo 2: La matriz obtenida a partir de fibroblastos modificada por lisil oxidasa
(LOX) y proteina morfogenética 6sea 1 (BMP1) regula la diferenciacion de células
madre mesenquimales (MSC) humanas

Las células madre mesenquimales son una fuente prometedora para medicina
regenerativa debido a su capacidad de autorrenovacion y diferenciacién en diversos linajes
tisulares, tales como adipocitos, osteoblastos, y condrocitos. Dado que la ECM proporciona
sefnales fisicas y quimicas para regular la actividad de las MSC, los inventores investigaron
los efectos de la matriz obtenida a partir de fibroblastos modificada por LOX/BMP1 sobre la
regulacion de la diferenciacion adipogénica y osteogénica de MSC. Para ese fin, los
inventores expusieron cultivos de fibroblastos a medios control o a sobrenadantes que
contenian LOX y BMP1 como se ha descrito anteriormente, y a continuacién las células se
retiraron y la matriz depositada se usé como un sustrato para establecer cultivos de MSC.
Una vez que estos cultivos alcanzaron la confluencia, se indujeron en linajes adipogénicos y
osteogénicos mediante incubacidon con los correspondientes medios de diferenciacion. A
continuacion, estos cultivos se compararon con MSC equivalentes sembradas sin matriz.
Como se muestra en la Figura 8, después de 14 dias en medio MSC de diferenciacién
adipogénica sin matriz se desarrollan gotitas de lipidos que se pueden visualizar con Rojo
Aceite O. Células MSC cultivadas en matrices obtenidas a partir de fibroblastos expuestos a
medios control mostraron una reduccién de la capacidad para diferenciarse en adipocitos, y
este comportamiento se exacerb6 adicionalmente en matrices de fibroblastos incubadas con
LOX/BMP1. Por otro lado, la diferenciacién de MSC en linaje osteogénico da como resultado
la formacién de depodsitos de calcio extracelular que se pueden tednir de forma especifica
usando Rojo de Alizarina S, como se muestra en la Figura 9 para células MSC sembradas
sin matriz. La diferenciacién osteogénica aumentd en gran medida en MSC sembradas
sobre matrices de fibroblastos expuestos a medios control, siendo este efecto atenuado en
matrices de fibroblastos incubadas con sobrenadantes de LOX/BMP1. Estos resultados
indican que la matriz obtenida a partir de fibroblastos es capaz de regular la capacidad de
diferenciacion adipogénica y osteogénica de MSC, siendo la modificaciéon estimulada por
LOX/BMP1 capaz de modular este efecto.
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REIVINDICACIONES

1. Una matriz extracelular que comprende una lisil oxidasa (LOX), o un fragmento de la
misma, y proteina morfogenética 6sea 1 (BMP1), o un fragmento de la misma.

2. Una matriz extracelular de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la proteina LOX
comprende una secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos un 70, 75, 80, 85,
90, 95, 96, 97, 98 o un 99 % con la SEQ ID NO: 1.

3. Una matriz extracelular de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en la que la proteina
BMP1 comprende una secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos un 70, 75,
80, 85, 90, 95, 96, 97, 98 o un 99 % con la SEQ ID NO: 2.

4. Una matriz extracelular de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,

en la que la ECM comprende adicionalmente células productoras de ECM.

5. Matriz extracelular de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la
que las células productoras de ECM son fibroblastos, queratinocitos, tenocitos, condrocitos

y/o cualquier combinacion de los mismos.

6. Matriz extracelular de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la
que las células productoras de ECM se modifican genéticamente para producir la enzima
LOX, o un fragmento de la misma, y/o BMP1 o un fragmento de la misma.

7. Un uso in vitro de una matriz extracelular de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6 para regular la diferenciacion de células madre mesenquimales, en el

que la ECM esta descelularizada.

8. Un uso in vitro de la composicion de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que la
diferenciacion de células madre mesenquimales es una diferenciacion adipogénica y/u

osteogénica.

9. Un uso in vitro de acuerdo con la reivindicacion 7 u 8, en el que la diferenciacion de

células madre mesenquimales se reduce o se inhibe.
10. Un uso in vitro de una composicion que comprende una lisil oxidasa (LOX), o un

fragmento de la misma, y proteina morfogenética 6sea 1 (BMP1), o un fragmento de la
misma, para aumentar la sintesis y/o depdsito de colageno en una matriz extracelular.
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11. Un uso in vitro de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que la proteina LOX
comprende una secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos un 70, 75, 80, 85,
90, 95, 96, 97, 98 o un 99 % con la SEQ ID NO: 1.

12. Un uso in vitro de acuerdo con la reivindicacion 10 u 11, en el que la proteina BMP1
comprende una secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos un 70, 75, 80, 85,
90, 95, 96, 97, 98 o un 99 % con la SEQ ID NO: 2.

13. Un uso in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, en el
que la composicion comprende adicionalmente células productoras de ECM,
preferentemente, las células productoras de ECM son células de fibroblasto, células de
queratinocito, células de tenocito, células de condrocito y/o cualquier combinacion de las

mismas.

14. Un uso in vitro de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que las células productoras
de ECM se modifican genéticamente para producir la enzima LOX, o un fragmento de la
misma, y/o BMP1 o un fragmento de la misma.

15. Un método in vitro para obtener una matriz extracelular de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 que comprende incubar las células productoras de
ECM en presencia de una composicion que comprende una lisil oxidasa (LOX), o un
fragmento de la misma, y proteina morfogenética 6sea 1 (BMP1), o un fragmento de la

misma.

16. Método de acuerdo con la reivindicacion 15, en el que la proteina LOX comprende
una secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos un 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96,
97, 98 o un 99 % con la SEQ ID NO: 1.

17. Método de acuerdo con la reivindicacién 15 o 16, en el que la proteina BMP1
comprende una secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos un 70, 75, 80, 85,
90, 95, 96, 97, 98 o un 99 % con la SEQ ID NO: 2.

18. Método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17, en el que las

células productoras de ECM son fibroblastos, queratinocitos, tenocitos, condrocitos y/o
cualquier combinacién de los mismos.
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19. Método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 18, en el que las
células productoras de ECM se modifican genéticamente para producir la enzima LOX, o un
fragmento de la misma, y/o BMP1 o un fragmento de la misma.

20. Un método in vitro para regular la diferenciacion de células madre mesenquimales
que comprende cultivar las células madre mesenquimales en una matriz extracelular de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la ECM esta
descelularizada.

21. Un método para aumentar el depdsito de colageno en una matriz extracelular que
comprende cultivar células productoras de ECM en presencia de una composicion que
comprende una lisil oxidasa (LOX) y proteina morfogenética 6ésea 1 (BMP1), o cultivar
células productoras de ECM modificadas genéticamente para producir la enzima LOX y/o
BMP1.

22. Un método de acuerdo con la reivindicacion 21, en el que la proteina LOX
comprende una secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos un 70, 75, 80, 85,
90, 95, 96, 97, 98 o un 99 % con la SEQ ID NO: 1.

23. Un método de acuerdo con la reivindicacién 21 o 22, en el que la proteina BMP1
comprende una secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos un 70, 75, 80, 85,
90, 95, 96, 97, 98 o un 99 % con la SEQ ID NO: 2.

24. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 21 a 23, en el que

las células productoras de ECM son fibroblastos, queratinocitos, tenocitos, condrocitos y/o

cualquier combinacién de los mismos.
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