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DESCRIPCION
Células madre mesenquimatosas modificadas genéticamente que expresan klotho

Lainvencion se refiere a una célula madre mesenquimatosa (MSC, por sus siglas en inglés) modificada genéticamente,
en la que dicha célula madre comprende un acido nucleico exégeno que comprende una regién que codifica Klotho
unida operativamente a un promotor o una combinacién de promotor/potenciador, en la que la célula madre
mesenquimatosa modificada genéticamente presenta una expresion aumentada de Klotho en comparacion con una
célula madre mesenquimatosa no modificada. La invencion se refiere al uso médico de dichas MSC para el tratamiento
de cancer, fibrosis de 6rganos, insuficiencia renal, patologias organicas relacionadas con la edad, arterioesclerosis,
enfermedades neurodegenerativas, tales como enfermedad de Alzheimer (EA), esclerosis multiple (EM), enfermedad
de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica (ELA), enfermedad de Parkinson y/o esquizofrenia, o demencia, diabetes
mellitus, sepsis, disfuncion eréctil, enfermedades cardiovasculares y enfermedades autoinmunitarias.

Antecedentes de la invenciéon

Las células madre mesenquimatosas (MSC) son células de origen no hematopoyético que residen en la médula 6sea
y otros tejidos. Las MSC habitualmente se consideran células progenitoras adultas multipotentes que tienen la
capacidad de diferenciarse en un numero limitado de linajes celulares, tales como osteoblastos, condrocitos y
adipocitos. Se han realizados estudios sobre el uso de MSC como entidad terapéutica basandose en esta capacidad
de diferenciarse directamente en estos fenotipos de fase final, incluyendo el uso de MSC para promover o aumentar
la reparacion 6sea y para la reparacion de defectos del cartilago (Vilquin y Rosset, Regenerative Medicine 2006: 1,4,
pag. 589, y Veronesi et al., Stem Cells and Development 2013; 22, pag. 181). El aislamiento y cultivo de MSC para
varias indicaciones terapéuticas se ha descrito y representa una estrategia prometedora hacia el tratamiento de
trastornos asociados con inflamacion (por ejemplo, documento WO 2010/119039).

Se sabe que las MSC muestran propiedades evasivas inmunitarias después de su administracién a un paciente. Se
ha demostrado que las MSC muestran un efecto inmunomodulador beneficioso en casos de trasplante de material
donador alégeno (Le Blanc et al., Lancet 2004: 363, pag. 1439), reduciendo de este modo una alorreactividad
potencialmente patégena y rechazo. Ademas, se sabe que las MSC muestran efectos antitumorigénicos, por ejemplo,
contra sarcoma de Kaposi (Khakoo et al., J Exp Med 2006: 203, pag. 1235). El tratamiento con MSC también puede
desempefiar una funcion terapéutica en la curacién de heridas. El suministro terapéutico de MSC puede realizarse por
inyeccion sistémica, seguida de migracion dirigida de MSC a e injerto en sitios de lesion (Kidd et al., Stem Cells 2009:
27, pag. 2614). Aunque esta claro que las MSC tienen un efecto regenerativo sobre tejido lesionado, su uso como
vehiculo de entrega para proteinas terapéuticas de interés ain no se ha explorado completamente.

El gen de Klotho humana codifica una proteina transmembrana de tipo 1 de 1012 aminoacidos, que también puede
expresarse como una forma secretada por corte y empalme alternativo. Ambas formas tienen actividad biolégica
incluyendo efectos reguladores sobre el metabolismo general. Klotho es una B-glucuronidasa (nimero de EC 3.2.1.31)
capaz de hidrolizar B-glucurénidos esteroideos.

La pérdida de Klotho en ratones da como resultado la aparicion precoz de varios fenotipos patoldgicos que se
asemejan al envejecimiento humano, incluyendo una esperanza de vida corta, infertilidad,
arterioesclerosis/calcificacion vascular, osteoporosis, atrofia de la piel, enfisema pulmonar, lesién renal aguda,
enfermedad renal crénica, fibrosis renal, diabetes y cancer (Kuro-o, M. et al. Nature 1997, 390, pag. 45). Por el
contrario, se ha demostrado que la sobreexpresion de Klotho aumenta la esperanza de vida de los ratones (Kurosu,
H. et al. Science 2005, 309, pag. 1829).

Klotho se detectd en 1997 por Makoto Kuro-o, quien descubrié que los ratones a los que les faltaba Klotho presentaban
sindromes que se asemejaban al envejecimiento humano, incluyendo una esperanza de vida corta. Se ha demostrado
que Klotho esta implicada en la supresion de varios fenotipos de envejecimiento. Un defecto en la expresion del gen
klotho en el ratéon da como resultado infertilidad, arterioesclerosis, atrofia de la piel, osteoporosis y enfisema (Kuro-o,
M., et al. (1997), Nature 390, 45-51). La proteina Klotho se expresa mas altamente en el rifidn, el cerebro y la hipdfisis,
y esta presente en niveles mas bajos dentro del musculo esquelético, la vejiga urinaria, el ovario y los testiculos (Avin,
K.G., et al. (2014), Frontiers in physiology 5, 189).

La proteina Klotho existe en dos formas: Klotho de membrana y Klotho secretada. Klotho de membrana funciona como
un receptor para una hormona que regula la excrecion de fosfato y la sintesis de vitamina D activa en el rifidon. Klotho
secretada funciona como un factor humoral con actividades pleotrépicas, incluyendo la supresion de la sefalizaciéon
del factor de crecimiento, la supresion del estrés oxidativo y la regulacion de los canales idnicos y los transportadores.

FGF23, un miembro de la familia del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) se identific6 como elevado en
pacientes con raquitismo hipofosfatémico autosémico dominante (RHAD). De este modo, el FGF23 funciona como
una hormona fosfaturica y una hormona contrarreguladora de la vitamina D (calcitriol) de una manera dependiente de
Klotho. La hiperfosfatemia conduce a estenosis de los vasos sanguineos, infarto de miocardio, ictus y un acortamiento
importante en la esperanza de vida en pacientes con enfermedad renal crénica (ERC). La ausencia de sefializacion
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de FGF en el rifién da como resultado un aumento de los niveles séricos de fosfato. Se ha descubierto que la forma
de Klotho secretada y la unida a la membrana forman un complejo junto con el receptor de FGF y, por tanto, aumenta
la sefalizacion dependiente de FGF23 (Kurosu et al. Journal of Biological 2006), 281 (10) pags. 6120-61). La funcion
de Klotho como cofactor para la sefializacion de FGF23 es importante para la regulacion de los niveles séricos de
fosfato.

Ademas, Klotho actia a través de la modulaciéon de diversas vias de sefializacion, incluyendo la del factor de
crecimiento de insulina 1 (IGF-1). Un efecto de Klotho es el aumento de la resistencia celular al estrés oxidativo, que
estd implicado en muchos procesos patolégicos diferentes. Se ha demostrado que a través de la modulacion de la
respuesta celular al estrés oxidativo, Klotho también actia de manera protectora en el contexto de enfermedades
neurodegenerativas tales como la enfermedad de Alzheimer (Zeldich, E. et al. J Biol Chem 2014, 289 (35): 24700) y
diabetes mellitus (Lin, Y. et al. Diabetes 2014, DB140632). También se ha sugerido que Klotho es un represor de la
sintesis de colageno y, por tanto, podria ser beneficiosa en el contexto de la fibrosis (Ghosh, A.K. et al. Exp Biol Med
2013, 238 (5): 461).

Se ha demostrado que la expresién de Klotho esté silenciada en varios tipos de células cancerosas, lo que se asocia
a un crecimiento celular potenciado y a la formacion de metastasis de cancer (Camilli et al. Pigment Cell Melanoma
Res 2011, 24 (1), pag. 75; Wang et al, Am J Cancer Res 2011, 1 (1): 111, Lee et al, Molecular Cancer 2010, 9: 109).
Por el contrario, la sobreexpresion de Klotho en células cancerosas puede inhibir el crecimiento celular y puede
promover la apoptosis de las células cancerosas (Chen, B. et al. J de Exp y Clin Cancer Res 2010, 29: 99). Ademas,
la regulacién positiva de Klotho estimulada indirectamente mediante la administracion de inhibidores del sistema
renina-angiotensina u otros compuestos puede conducir a la supresion de la fibrosis renal (Ming Chang Hu et al,
Contrib Nephrol 2013, 180: 47) y parece haber una correlacion entre la expresion de Klotho baja en modelos de ratas
diabéticas (Meng Fu Cheng et al, Journal of Biomedicine and Biotechnology, 2010, 513853).

Antecedentes de la enfermedad renal crénica (ERC):

La ERC es un problema sanitario internacional creciente, que afecta a mas de 26 millones de estadounidenses. En
pacientes con ERC el ARN de Klotho renal esta disminuido. Esta observacion clinica se confirmé en numerosos
modelos preclinicos, que muestran que la nefrectomia unilateral y la lesion por isquemia-reperfusion contralateral
regulan negativamente la proteina klotho renal y la expresién de ARNm. La misma reduccion en la expresién de klotho
se mostré en un modelo de glomerulonefritis cronica. La sobreexpresion de Klotho mejoré la funcion renal y mejoré la
histologia renal en este modelo (Hu, M.C., et al. (2011), Journal of the American Society of Nephrology: 22, 124-136,
Haruna, Y., et al. (2007) PNAS, 104, 2331-2336).

En los pacientes con ERC, existe una muy alta prevalencia de calcificacion de la arteria coronaria, lo que aumenta la
morbilidad y mortalidad cardiovasculares. El eje klotho FGF 23 desempefia una funcién importante en la mineralizacion
vascular (Stompor, T. (2014) World journal of cardiology 6, 115-129). El aumento de la morbilidad y mortalidad
cardiovasculares (CV) esta bien documentado en la enfermedad renal crénica (ERC). En una encuesta entre 1.120.295
adultos en el area de la Bahia de San Francisco, se descubrié una fuerte correlacion entre la funcién renal (tasa de
filtracion glomerular estimada, TFG) y los eventos cardiovasculares (Go, A.S., et al. (2004) The New England journal
of medicine 351, 1296-1305).

En el Estudio de ERC del Instituto de Investigacién Renal (IRR) de adultos con ERC moderada a grave (Etapas 3-5),
inscritos entre junio de 2000 y febrero de 2006 (n = 834), los autores descubrieron que la variabilidad de la frecuencia
cardiaca es predictiva para el resultado clinico y la enfermedad cardiovascular (ECV) (Chandra, P., et al. (2012)
publicacién oficial de la Asociacion Europea de Dialisis y Trasplante - Asociaciéon Renal Europea 27, 700-709). La
enfermedad renal cronica (ERC) es, por tanto, un factor de riesgo importante para la enfermedad cardiovascular que
conduce a una mayor morbilidad y un acortamiento de la esperanza de vida. La expresion de Klotho se reduce
notablemente en los rifiones de pacientes que padecen ERC. Restablecer la expresion de Klotho por infusion de MSC-
Klotho puede mejorar la funcion renal y, por tanto, reducir el riesgo de muerte cardiovascular.

Antecedentes de la enfermedad cardiovascular:

La enfermedad cardiovascular (ECV) es una afeccion prevalente en la poblacion general y la primera causa de muerte
en general. Se ha propuesto Klotho como un regulador clave del desarrollo de ECV. En los pocos estudios clinicos
realizados, se ha observado una relacion entre los niveles bajos de Klotho soluble y la aparicion y la gravedad de la
ECV, asi como una reduccién del riesgo cardiovascular cuando son altos. Ademas, se han relacionado diferentes
polimorfismos del gen de Klotho humana con la incidencia de eventos cardiovasculares. Ademas, varios estudios
experimentales indican que esta proteina actia en el mantenimiento de la homeostasis vascular (Yamamoto M. et al.,
J Biol Chem. 2005; 280: 38029-38034). Klotho mejora la disfuncion endotelial a través de la promocién de la produccion
de NO y media efectos antiinflamatorios y antienvejecimiento, tales como la supresion de la expresion de moléculas
de adhesion, la atenuacion del factor nuclear-kappa B o la inhibicion de la sefalizaciéon de Wnt. Klotho regula los
niveles de expresion de la NO sintasa endotelial (eNOS). Six et al observaron recientemente que la atenuacion
mediada por Klotho de FGF23 o la vasoconstriccion inducida por fosfato se suprimen mediante la adicion de nitro-L-
arginina, un inhibidor competitivo de NOS. Ademas, observaron que la exposicion de HUVEC a Klotho aumenté la
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producciéon de NO e indujo la fosforilacion de eNOS vy la expresién de iINOS. Curiosamente, Klotho fue capaz de
aumentar la produccion de H202 en VSMC humanas cultivadas (HVSMC), lo que sugiere un efecto mas complejo de
esta proteina sobre la regulacion del tono vascular a través de la mediacion de un equilibrio ROS/NO (Six | et al.
(2014), PLoS One. 2014; 9: €93423.).

Ademas, esta proteina se relaciona con la atenuacion de la calcificacion vascular y con la prevencion de la hipertrofia
cardiaca. La expresion de esta proteina en la pared vascular implica un nuevo escenario para el tratamiento de los
trastornos vasculares. Por tanto, la proteina Klotho se relaciona con la ECV y desempefia una funcion en el
mantenimiento de la integridad vascular funcional (Martin-Nufez, M. (2014) World J Cardiol. 6(12): 1262-1269.).

Antecedentes de la enfermedad de Alzheimer (AD):

Las enfermedades neurodegenerativas, especialmente la enfermedad de Alzheimer (EA), estan aumentando en el
mundo occidental. La asociacion de la enfermedad de Alzheimer estima que en los EE.UU. la enfermedad de
Alzheimer es la 62 causa de muerte en importancia, que cada 67 segundos a una persona se le diagnostica la
enfermedad de Alzheimer y que el coste del tratamiento médico y el cuidado de estos pacientes superara los 1,1
billones de ddlares en 2050. La EA se caracteriza a través de la pérdida de neuronas y sinapsis, pero también a través
de la generacion de péptidos beta amiloides neurotéxicos (placas AB) y su depésito junto con la formacién de ovillos
neurofibrilares. Cada vez hay mas pruebas de que el depdsito de amiloide es el indicio principal de la enfermedad.
Los astrocitos activados inician una reaccion inflamatoria produciendo citocinas proinflamatorias como II-6, 1I-1 y TNF-
a. Todo esto comienza con una reaccion inadecuada al estrés oxidativo, la acumulacion de radicales libres de oxigeno,
la hiperglucemia y la resistencia a la insulina (Rosales-Corral, S., et al. (2015) Oxidative medicine and cellular longevity,
985845).

Recientemente se demostré que en el liquido cefalorraquideo de pacientes con EA, la concentracién de la proteina
antienvejecimiento klotho es significativamente menor que en pacientes mas jévenes o en pacientes de edad avanzada
sin EA (Semba, R.D., et al. (2014) Neuroscience letters 558, 37-40).

En el cerebro, proteina Klotho se localiza en el plexo coroideo, donde la proteina se localiza predominantemente en
la membrana plasmatica apical de los ependimocitos. En el cerebro de ratéon kl-/-, la reduccion de las sinapsis fue
evidente en el hipocampo, lo que sugiere una funcién de Klotho como factor humoral en el liquido cefalorraquideo. La
proteina Klotho en el rifién se localiza en los tubulos renales distales (Li SA, et al. (2004) Cell Structure and Function
29, 91-99).

Chen et al demostraron que la pérdida de la expresion de Klotho conduce a déficits cognitivos. Descubrieron efectos
significativos de Klotho sobre las funciones de los oligodendrocitos, incluyendo la maduracion inducida de células
progenitoras oligodendrociticas (OPC) primarias de rata in vitro y mielinizacién. Klotho aumenté la maduracién de
OPC. Estudios in vivo de ratones con el gen de Klotho inactivado y comparieros de camada de control revelaron que
los ratones con el gen inactivado tienen una reduccion significativa en la proteina principal de la mielina y la expresion
génica. Mediante inmunohistoquimica, el nimero de oligodendrocitos totales y maduros fue significativamente menor
en ratones con el gen de Klotho inactivado. Al nivel ultraestructural, los ratones con el gen inactivado presentaron una
mielinizacion significativamente alterada del nervio 6ptico y el cuerpo calloso (Chen, C.D., et al. (2013) The Journal of
Neuroscience 33, 1927-1939).

Antecedentes de la esclerosis multiple (EM):

La EM es una enfermedad compleja del SNC que se caracteriza por patologias heterogéneas compuestas de
componentes tanto inflamatorios como neurodegenerativos. La caracteristica histopatolégica mas comun en las etapas
precoces de la enfermedad incluye episodios intermitentes de inflamacién aguda dentro de parches de materia blanca,
dando como resultado desmielinizacion. La mielina es critica para mantener una conduccién axonica eficiente y los
oligodendrocitos, el productor de mielina y el mantenedor de la salud axénica dentro del SNC, estan dafiados o
destruidos en pacientes con EM. Se ha descubierto que las células precursoras de oligodendrocitos endégenos (OPC)
se dispersan universalmente dentro del SNC humano y pueden encontrarse en alta densidad dentro de algunas
lesiones subagudas durante las primeras etapas de la EM.

La EM progresiva es la ultima etapa de la enfermedad, caracterizada por un empeoramiento gradual de los sintomas
sin remision. Las alteraciones neurolégicas graves reducen drasticamente la calidad de vida del individuo y esto se
atribuye principalmente a la expansién de las lesiones corticales que afectan la funcion motora. Patolégicamente,
existe una degeneracién axonica generalizada y neuropatia de la materia gris. Se ha informado una inflamacion difusa
de la materia blanca y gris, que se correlaciona, en parte, con la activacion microglial global, asi como con la presencia
de linfocitos T, células B y macréfagos cargados de mielina. Ademas, hay una insuficiencia general de las OPC para
remielinizar eficientemente las areas dafadas de materia blanca y gris, reduciendo drasticamente la posibilidad de
recuperacion (Chang, A., et al. (2002) The New England journal of medicine 346, 165-173). Klotho potencia la
maduracion de las OPC en oligodendrocitos maduros (Chen, C.D., et al. (2013) The Journal of Neuroscience 33, 1927-
1939).
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Antecedentes de la esclerosis lateral amiotréfica (ELA):

La ELA es una enfermedad neurodegenerativa de las neuronas motoras sin tratamiento eficaz. La sefializacion de Wnt
desempefia una funcioén importante en el desarrollo y la funcién del sistema nervioso, incluyendo la guia del axoén, la
formacién de sinapsis y la plasticidad, y también se ha asociado a enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la
enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y la ELA. La degeneracion axénica es una etapa importante
en la progresion de la enfermedad.

Los mecanismos subyacentes a la muerte de las neuronas motoras y la degeneracion axonica en la ELA siguen siendo
esquivos. Tury et al descubrieron que dos componentes de sefializacion de Wnt no candnicos, aPKC y Ryk, que son
importantes reguladores del crecimiento y la plasticidad del axén tanto en embriones en desarrollo como en el sistema
nervioso adulto, estaban claramente regulados positivamente en la médula espinal de ratones SOD1 (G93A),
proporcionando pruebas de que la sefalizacion de Wnt esta alterada en la ELA y podria estar implicada en la etiologia
y la patogenia de la enfermedad (Tury, A., et al. (2014) Developmental neurobiology 74, 839-850). Un estudio de
coinmunoprecipitacion indicé que la klotho soluble se une a diversos miembros de la familia de Wnt, incluyendo Wnt1,
Wnt3, Wnt4 y Wnt5a, suprime la transcripcion de Wnt e inhibe la actividad biolégica de Wnt en la piel. Una
sobreexpresion de klotho antagoniza eficazmente la actividad de Wnt endégena y exdgena, lo que induce una
senescencia celular acelerada tanto in vitro como in vivo (Liu, H., et al. (2007) Science 317, 803-806).

Antecedentes de la enfermedad de Parkinson (EP):

La EP es un trastorno neurodegenerativo progresivo caracterizado clinicamente por los sintomas cardinales de temblor
en reposo, bradicinesia, rigidez en rueda dentada e inestabilidad postural. La capacidad de respuesta a la L-3,4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA) y las imagenes del cerebro distinguen la EP de otros trastornos. Los indicios patolégicos
de la EP son la pérdida de células dopaminérgicas en la parte compacta de la sustancia negra y la consiguiente pérdida
de inervacion de dopamina en el cuerpo estriado. Los sintomas motores son la consecuencia mas obvia de esta
neurodegeneracion nigroestriatal. Sin embargo, no solo se ven afectados los ganglios basales sino también otras
partes del sistema nervioso central, asi como del sistema nervioso autonomo. Una amplia gama de sintomas no
motores resultantes puede afectar a la calidad de vida del paciente. También existe un amplio consenso de que los
procesos neurodegenerativos en la EP comienzan muchos afios antes de la aparicion real de los sintomas clinicos. El
solapamiento fenotipico entre la EP familiar e idiopatica es suficiente para diseccionar las vias habitualmente
implicadas. Estas incluyen disfunciéon mitocondrial, estrés oxidativo, plegamiento erréneo de proteinas, degradacion
de proteinas, agregacion de proteinas e inflamacion.

Kosakai et al demostraron que el nimero de neuronas dopaminérgicas positivas para tirosina-hidroxilasa en la parte
compacta de la sustancia negra y el area tegmentaria ventral y el nivel de dopamina estriatal en ratones con
insuficiencia de klotho disminuyeron significativamente en funcién de la edad. Estas caracteristicas fenotipicas fueron
completamente rescatadas por la restriccion de la vitamina D, lo que indica que el aumento anormal de la biosintesis
de vitamina D activa por la insuficiencia de Klotho induce la degeneracién de neuronas dopaminérgicas (Kosakai, A.,
et al. (2011) Brain research 1382, 109-117).

Debido a sus diversos roles funcionales en sistemas de multiples érganos y su posible efecto beneficioso en diversas
enfermedades, los nuevos tratamientos que incorporan la administracion de Klotho pueden representar enfoques
terapéuticos prometedores. Hasta la actualidad, la administracion terapéutica de Klotho permanece en gran parte sin
explorar. Las pautas posoloégicas terapéuticas eficaces, especialmente aquellas que permiten la administracién local
o la expresion local de Klotho en nichos fisioldgicos afectados por la enfermedad, o métodos para proporcionar la
expresion continua de la proteina Klotho in vivo, no se han descrito en la técnica.

Sumario de la invencion

A la luz de la técnica anterior, el problema técnico subyacente a la presente invencion es proporcionar medios
alternativos y/o mejorados para el tratamiento de enfermedades, en particular cancer, fibrosis de 6rganos, insuficiencia
renal, patologias organicas relacionadas con la edad, arterioesclerosis, demencia, enfermedades neurodegenerativas,
tales como enfermedad de Alzheimer (EA), esclerosis multiple (EM), enfermedad de Huntington, esclerosis lateral
amiotréfica (ELA), enfermedad de Parkinson y/o esquizofrenia, diabetes mellitus, sepsis, disfuncion eréctil o
enfermedades autoinmunitarias.

Este problema se resuelve por las caracteristicas de las reivindicaciones independientes. Se proporcionan
realizaciones preferidas de la presente invencion por las reivindicaciones dependientes.

Por tanto, la invencion se refiere a una célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente, en la que dicha
célula madre comprende un acido nucleico exdégeno que comprende una region codificante de Klotho unida
operativamente a un promotor o una combinacién de promotor/potenciador, en la que la célula madre mesenquimatosa
modificada genéticamente presenta una expresion aumentada de Klotho en comparacién con una célula madre
mesenqguimatosa no modificada. Dichas MSC pueden denominarse "MSC modificadas con Klotho" o "MSC-Klotho".
Una region codificante de Klotho se refiere a cualquier secuencia de acido nucleico que codifique cualquier proteina



10

15

20

25

30

ES 2750 008 T3

Klotho dada, abarcando pero sin limitacion las variantes de proteina Klotho que se describen en el presente
documento.

Una secuencia de aminoacidos preferida de Klotho esta disponible con el nimero de acceso BAA23382 de la base de
datos NCBI. Dicha secuencia de aminoacidos corresponde a la isoforma a-Klotho. Las secuencias de acido nucleico
correspondientes que codifican Klotho pueden ser proporcionadas por un experto en la materia de la biologia molecular
o la genética. La presente invencion también abarca el uso de variantes de secuencia de Klotho que presentan una
analogia funcional con la forma humana no modificada.

Ademas, la invencién también se refiere a isoformas adicionales del gen Klotho y abarca B-Klotho y y-Klotho.

Las secuencias preferidas de la invencion se relacionan con las que se proporcionan a continuacion en la Tabla 1. La
SEQ ID NO 1 se relaciona con una secuencia del gen de Klotho humana completo (ADNc) con la secuencia de origen
natural.

La SEQ ID NO 2 se relaciona con una secuencia con codones optimizados (para la traduccion en células humanas)
del gen de Klotho humana completo (ADNc), como el mas preferido de acuerdo con la presente invencion. La
secuencia de aminoacidos codificada por la SEQ ID NO 1 yla SEQ ID NO 2 son idénticas. La SEQ ID NO 3 se relaciona
con una secuencia de la forma soluble del gen de Klotho (ADNc) con la secuencia de origen natural.

La SEQ ID NO 4 se relaciona con una secuencia del gen de -Klotho humana (ADNc) con la secuencia de origen
natural.

La SEQ ID NO 5 se relaciona con una secuencia del gen de y-Klotho humana (ADNCc) con la secuencia de origen
natural.

En el presente documento se incorporan variantes de secuencia adicionales en la invencion que presentan una
secuencia de acido nucleico alternativa a la SEQ ID NO 1-5 pero codifican la misma secuencia de aminoacidos o una
correspondiente o funcionalmente analoga. Se incluyen variantes de secuencia obtenidas a través del uso de la
degeneracion del cédigo genético. Las secuencias de acido nucleico de secuencia optimizada de esas secuencias
proporcionadas en el presente documento también se incluyen dentro del alcance de la invencion.

Tabla 1: Secuencias de Klotho preferidas.
SEQ ID NO 1: Secuencia de | ATGCCCGCCAGCGCCCCGCCGCGCCGCCCGCGGCCGCCGCCGCCGTCGCTGTC
ADNc de longitud completa GCTGCTGCTGGTGCTGCTGGGCCTGGGCGGCCGCCGCCTGCGTGCGGAGCCG
(unida a la membrana) de GGCGACGGCGCGCAGACCTGGGCCCGTTTCTCGCGGCCTCCTGCCCCCGAGG
Klotho humana (Pubmed: CCGCGGGCCTCTTCCAGGGCACCTTCCCCGACGGCTTCCTCTGGGCCGTGGGC
NM_004795.3) AGCGCCGCCTACCAGACCGAGGGCGGCTGGCAGCAGCACGGCAAGGGTGCG
Péptido sefial (Pos. 1-52)

TCCATCTGGGATACGTTCACCCACCACCCCCTGGCACCCCCGGGAGACTCCCG
GAACGCCAGTCTGCCGTTGGGCGCCCCGTCGCCGCTGCAGCCCGCCACCGGG
GACGTAGCCAGCGACAGCTACAACAACGTCTTCCGCGACACGGAGGCGCTGC
GCGAGCTCGGGGTCACTCACTACCGCTTCTCCATCTCGTGGGCGCGAGTGCTC
CCCAATGGCAGCGCGGGCGTCCCCAACCGCGAGGGGCTGCGCTACTACCGGC
GCCTGCTGGAGCGGCTGCGGGAGCTGGGCGTGCAGCCCGTGGTCACCCTGTA
CCACTGGGACCTGCCCCAGCGCCTGCAGGACGCCTACGGCGGCTGGGCCAAC
CGCGCCCTGGCCGACCACTTCAGGGATTACGCGGAGCTCTGCTTCCGCCACTT
CGGCGGTCAGGTCAAGTACTGGATCACCATCGACAACCCCTACGTGGTGGCCT
GGCACGGCTACGCCACCGGGCGCCTGGCCCCCGGCATCCGGGGCAGCCCGCG
GCTCGGGTACCTGGTGGCGCACAACCTCCTCCTGGCTCATGCCAAAGTCTGGC
ATCTCTACAATACTTCTTTCCGTCCCACTCAGGGAGGTCAGGTGTCCATTGCCC
TAAGCTCTCACTGGATCAATCCTCGAAGAATGACCGACCACAGCATCAAAGAA
TGTCAAAAATCTCTGGACTTTGTACTAGGTTGGTTTGCCAAACCCGTATTTATT
GATGGTGACTATCCCGAGAGCATGAAGAATAACCTTTCATCTATTCTGCCTGAT
TTTACTGAATCTGAGAAAAAGTTCATCAAAGGAACTGCTGACTTTTTTGCTCTT
TGCTTTGGACCCACCTTGAGTTTTCAACTTTTGGACCCTCACATGAAGTTCCGC
CAATTGGAATCTCCCAACCTGAGGCAACTGCTTTCCTGGATTGACCTTGAATTT
AACCATCCTCAAATATTTATTGTGGAAAATGGCTGGTTTGTCTCAGGGACCACC
AAGAGAGATGATGCCAAATATATGTATTACCTCAAAAAGTTCATCATGGAAAC
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CTTAAAAGCCATCAAGCTGGATGGGGTGGATGTCATCGGGTATACCGCATGG
TCCCTCATGGATGGTTTCGAGTGGCACAGAGGTTACAGCATCAGGCGTGGACT
CTTCTATGTTGACTTTCTAAGCCAGGACAAGATGTTGTTGCCAAAGTCTTCAGC
CTTGTTCTACCAAAAGCTGATAGAGAAAAATGGCTTCCCTCCTTTACCTGAAAA
TCAGCCCCTAGAAGGGACATTTCCCTGTGACTTTGCTTGGGGAGTTGTTGACA
ACTACATTCAAGTAGATACCACTCTGTCTCAGTTTACCGACCTGAATGTTTACC
TGTGGGATGTCCACCACAGTAAAAGGCTTATTAAAGTGGATGGGGTTGTGAC
CAAGAAGAGGAAATCCTACTGTGTTGACTTTGCTGCCATCCAGCCCCAGATCG
CTTTACTCCAGGAAATGCACGTTACACATTTTCGCTTCTCCCTGGACTGGGCCC
TGATTCTCCCTCTGGGTAACCAGTCCCAGGTGAACCACACCATCCTGCAGTACT
ATCGCTGCATGGCCAGCGAGCTTGTCCGTGTCAACATCACCCCAGTGGTGGCC
CTGTGGCAGCCTATGGCCCCGAACCAAGGACTGCCGCGCCTCCTGGCCAGGC
AGGGCGCCTGGGAGAACCCCTACACTGCCCTGGCCTTTGCAGAGTATGCCCG
ACTGTGCTTTCAAGAGCTCGGCCATCACGTCAAGCTTTGGATAACGATGAATG
AGCCGTATACAAGGAATATGACATACAGTGCTGGCCACAACCTTCTGAAGGCC
CATGCCCTGGCTTGGCATGTGTACAATGAAAAGTTTAGGCATGCTCAGAATGG
GAAAATATCCATAGCCTTGCAGGCTGATTGGATAGAACCTGCCTGCCCTTTCTC
CCAAAAGGACAAAGAGGTGGCTGAGAGAGTTTTGGAATTTGACATTGGCTGG
CTGGCTGAGCCCATTTTCGGCTCTGGAGATTATCCATGGGTGATGAGGGACTG
GCTGAACCAAAGAAACAATTTTCTTCTTCCTTATTTCACTGAAGATGAAAAAAA
GCTAATCCAGGGTACCTTTGACTTTTTGGCTTTAAGCCATTATACCACCATCCTT
GTAGACTCAGAAAAAGAAGATCCAATAAAATACAATGATTACCTAGAAGTGC
AAGAAATGACCGACATCACGTGGCTCAACTCCCCCAGTCAGGTGGCGGTAGT
GCCCTGGGGGTTGCGCAAAGTGCTGAACTGGCTGAAGTTCAAGTACGGAGAC
CTCCCCATGTACATAATATCCAATGGAATCGATGACGGGCTGCATGCTGAGGA
CGACCAGCTGAGGGTGTATTATATGCAGAATTACATAAACGAAGCTCTCAAAG
CCCACATACTGGATGGTATCAATCTTTGCGGATACTTTGCTTATTCGTTTAACG
ACCGCACAGCTCCGAGGTTTGGCCTCTATCGTTATGCTGCAGATCAGTTTGAG
CCCAAGGCATCCATGAAACATTACAGGAAAATTATTGACAGCAATGGTTTCCC
GGGCCCAGAAACTCTGGAAAGATTTTGTCCAGAAGAATTCACCGTGTGTACTG
AGTGCAGTTTTTTTCACACCCGAAAGTCTTTACTGGCTTTCATAGCTTTTCTATT
TTTTGCTTCTATTATTTCTCTCTCCCTTATATTTTACTACTCGAAGAAAGGCAGA
AGAAGTTACAAATAG

SEQ ID NO 2: Secuencia de
ADNCc de longitud completa
(unida a la membrana) de
Klotho humana como se usa
preferentemente en las
construcciones de la presente
invencién. La secuencia se ha
optimizado con codones y
tiene una marcador HA
adicional (3037-3063; texto
subrayado en la secuencia)
para la deteccion en el
extremo 3' de la secuencia,
PARADA (3064-3072;
proporcionada en negrita
dentro de la secuencia)

ATGCCCGCCAGCGCCCCTCCAAGAAGGCCTAGACCTCCTCCACCTAGCCTGAG
CCTGCTGCTGGTGCTGCTGGGACTGGGAGGAAGAAGGCTGAGAGCCGAACCT
GGGGATGGCGCCCAGACATGGGCCAGATTCTCTAGACCACCCGCCCCTGAAG
CCGCCGGACTGTTTCAGGGAACCTTCCCCGATGGCTTCCTGTGGGCCGTGGGA
TCTGCCGCCTATCAGACTGAAGGGGGCTGGCAGCAGCACGGCAAGGGCGCCT
CTATCTGGGACACCTTCACCCACCATCCTCTGGCCCCACCCGGCGACAGCAGA
AATGCTTCTCTGCCTCTGGGAGCCCCCAGCCCTCTGCAGCCTGCTACAGGGGA
TGTGGCCAGCGACAGCTACAACAACGTGTTCCGGGACACAGAGGCCCTGCGG
GAACTGGGCGTGACCCACTACAGATTCAGCATCAGCTGGGCCAGAGTGCTGC
CCAATGGCTCTGCCGGCGTGCCCAATAGAGAGGGCCTGCGGTACTACCGGCG
GCTGCTGGAAAGACTGAGAGAACTGGGAGTGCAGCCCGTCGTGACCCTGTAC
CATTGGGACCTGCCCCAGAGACTGCAGGATGCCTATGGCGGCTGGGCCAATA
GAGCCCTGGCCGACCACTTCAGAGACTACGCCGAGCTGTGCTTCCGGCACTTT
GGCGGCCAAGTGAAGTACTGGATCACCATCGACAACCCCTACGTGGTGGCCT
GGCACGGCTATGCCACAGGCAGACTGGCCCCTGGCATCAGAGGAAGCCCTAG
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Péptido sefial (Pos. 1-52)

ACTGGGCTACCTGGTGGCCCACAATCTGCTGCTGGCCCACGCTAAAGTGTGGC
ACCTGTACAACACCAGCTTCCGGCCTACACAGGGCGGCCAGGTGTCCATTGCC
CTGAGCAGCCACTGGATCAACCCCAGACGGATGACCGACCACAGCATCAAAG
AGTGCCAGAAAAGCCTGGACTTCGTGCTGGGATGGTTCGCCAAGCCCGTGTTC
ATCGACGGCGACTACCCCGAGAGCATGAAGAACAACCTGTCCAGCATCCTGCC
CGACTTCACCGAGAGCGAGAAGAAGTTCATCAAGGGCACCGCCGATTTCTTCG
CCCTGTGCTTCGGCCCTACCCTGAGCTTCCAGCTGCTGGACCCCCACATGAAGT
TCAGACAGCTGGAAAGCCCCAACCTGCGGCAGCTGCTGAGCTGGATCGACCT
GGAATTCAACCACCCCCAGATTTTCATCGTGGAAAACGGCTGGTTCGTGTCCG
GCACCACCAAGAGGGACGACGCCAAGTACATGTATTACCTGAAAAAGTTTATC
ATGGAAACCCTGAAGGCCATCAAGCTGGACGGCGTGGACGTGATCGGCTACA
CAGCCTGGTCCCTGATGGACGGCTTCGAGTGGCACCGGGGCTACTCTATCAGA
CGGGGCCTGTTCTACGTGGACTTCCTGAGCCAGGACAAGATGCTGCTGCCTAA
GAGCAGCGCCCTGTTTTACCAGAAGCTGATCGAGAAGAACGGCTTCCCACCCC
TGCCCGAGAACCAGCCTCTGGAAGGCACCTTCCCCTGCGATTTTGCCTGGGGC
GTGGTGGACAACTACATCCAGGTGGACACCACCCTGTCCCAGTTCACCGACCT
GAACGTGTACCTGTGGGACGTGCACCACAGCAAGCGGCTGATTAAGGTGGAC
GGGGTCGTGACCAAGAAGCGGAAGTCCTACTGCGTGGACTTTGCCGCCATCC
AGCCCCAGATTGCCCTGCTGCAGGAAATGCACGTGACACACTTCCGGTTCTCC
CTGGACTGGGCCCTGATCCTGCCACTGGGCAATCAGAGCCAAGTGAACCACAC
CATTCTGCAGTACTACAGATGCATGGCCTCCGAGCTGGTGCGCGTGAACATCA
CACCTGTGGTGGCCCTGTGGCAGCCCATGGCCCCTAATCAGGGACTGCCTAGA
CTGCTGGCTAGACAGGGCGCCTGGGAGAACCCTTACACCGCCCTGGCCTTTGC
CGAGTACGCCCGGCTGTGTTTCCAGGAACTGGGGCACCACGTGAAGCTGTGG
ATCACAATGAACGAGCCCTACACCCGGAACATGACCTACAGCGCCGGACATAA
CCTGCTGAAGGCCCACGCCCTGGCTTGGCATGTGTACAACGAGAAGTTCCGGC
ACGCCCAGAACGGCAAGATCAGTATCGCCCTGCAGGCCGACTGGATCGAGCC
CGCCTGTCCCTTCAGCCAGAAAGACAAAGAGGTGGCCGAGCGGGTGCTGGAA
TTCGACATTGGATGGCTGGCCGAGCCCATCTTCGGCAGCGGCGATTACCCCTG
GGTCATGCGGGACTGGCTGAACCAGCGGAACAACTTCCTGCTGCCTTACTTTA
CCGAGGATGAGAAGAAACTGATCCAGGGGACCTTCGACTTCCTGGCCCTGAG
CCACTACACCACAATCCTGGTGGACAGCGAGAAAGAGGACCCCATCAAGTAC
AACGACTACCTGGAAGTGCAGGAAATGACCGACATCACCTGGCTGAATAGCC
CCTCCCAGGTGGCCGTGGTGCCTTGGGGACTGAGAAAGGTGCTGAATTGGCT
GAAGTTTAAGTACGGCGACCTGCCCATGTACATCATCAGCAACGGCATCGACG
ATGGCCTGCACGCCGAGGACGATCAGCTGCGGGTGTACTACATGCAGAACTA
CATCAACGAGGCCCTGAAAGCCCACATCCTGGACGGCATCAACCTGTGCGGCT
ACTTCGCCTACAGCTTCAACGACCGGACCGCCCCTAGATTCGGCCTGTACAGA
TACGCCGCCGACCAGTTCGAGCCCAAGGCCAGCATGAAGCACTACCGGAAGA
TCATCGACAGCAATGGCTTCCCTGGCCCCGAGACACTGGAACGGTTCTGCCCC
GAGGAATTCACCGTGTGTACCGAGTGCAGCTTCTTCCACACCAGAAAGTCCCT
GCTGGCTTTTATCGCCTTCCTGTTCTTCGCCAGCATCATCTCCCTGTCCCTGATC
TTCTACTACAGCAAGAAGGGCAGACGGTCCTACAAGTACCCCTACGACGTGCC
CGACTACGCCTGATGATGA
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SEQ ID NO 3: Secuencia de
ADNCc de Klotho humana
(secretada) (Pubmed:
AB009667.2) Péptido sefal
(Pos. 1-52)

ATGCCCGCCAGCGCCCCGCCGLCGCCGLLCGCGGLCCGCCGCCGCAGTCGLTGT
CGCTGCTGCTGGTGCTGCTGGGCCTGGGCGGCCGCCGCCTGCGTGCGGAGCC
GGGCGACGGCGCGCAGACCTGGGCCCGTTTCTCGCGGCCTCCTGCCCCCGAG
GCCGCGGGCCTCTTCCAGGGCACCTTCCCCGACGGCTTCCTCTGGGCCGTGGG
CAGCGCCGCCTACCAGACCGAGGGCGGCTGGCAGCAGCACGGCAAGGGTGC
GTCCATCTGGGACACGTTCACCCACCACCCCCTGGCACCCCCGGGAGACTCCC
GGAACGCCAGTCTGCCGTTGGGCGCCCCGTCGCCGCTGCAGCCCGCCACCGG
GGACGTAGCCAGCGACAGCTACAACAACGTCTTCCGCGACACGGAGGCGCTG
CGCGAGCTCGGGGTCACTCACTACCGCTTCTCCATCTCGTGGGCGCGAGTGCT
CCCCAATGGCAGCGCGGGCGTCCCCAACCGCGAGGGGCTGCGCTACTACCGG
CGCCTGCTGGAGCGGCTGCGGGAGCTGGGCGTGCAGCCCGTGGTCACCCTGT
ACCACTGGGACCTGCCCCAGCGCCTGCAGGACGCCTACGGCGGCTGGGCCAA
CCGCGCCCTGGCCGACCACTTCAGGGATTACGCGGAGCTCTGCTTCCGCCACT
TCGGCGGTCAGGTCAAGTACTGGATCACCATCGACAACCCCTACGTGGTGGCC
TGGCACGGCTACGCCACCGGGCGCCTGGCCCCCGGCATCCGGGGCAGCCCGL
GGCTCGGGTACCTGGTGGCGCACAACCTCCTCCTGGCTCATGCCAAAGTCTGG
CATCTCTACAATACTTCTTTCCGTCCCACTCAGGGAGGTCAGGTGTCCATTGCC
CTAAGCTCTCACTGGATCAATCCTCGAAGAATGACCGACCACAGCATCAAAGA
ATGTCAAAAATCTCTGGACTTTGTACTAGGTTGGTTTGCCAAACCCGTATTTAT
TGATGGTGACTATCCCGAGAGCATGAAGAATAACCTTTCATCTATTCTGCCTGA
TTTTACTGAATCTGAGAAAAAGTTCATCAAAGGAACTGCTGACTTTTTTGCTCT
TTGCTTTGGACCCACCTTGAGTTTTCAACTTTTGGACCCTCACATGAAGTTCCG
CCAATTGGAATCTCCCAACCTGAGGCAACTGCTTTCCTGGATTGACCTTGAATT
TAACCATCCTCAAATATTTATTGTGGAAAATGGCTGGTTTGTCTCAGGGACCAC
CAAGAGAGATGATGCCAAATATATGTATTACCTCAAAAAGTTCATCATGGAAA
CCTTAAAAGCCATCAAGCTGGATGGGGTGGATGTCATCGGGTATACCGCATG
GTCCCTCATGGATGGTTTCGAGTGGCACAGAGGTTACAGCATCAGGCGTGGA
CTCTTCTATGTTGACTTTCTAAGCCAGGACAAGATGTTGTTGCCAAAGTCTTCA
GCCTTGTTCTACCAAAAGCTGATAGAGAAAAATGGCTTCCCTCCTTTACCTGAA
AATCAGCCCCTAGAAGGGACATTTCCCTGTGACTTTGCTTGGGGAGTTGTTGA
CAACTACATTCAAGTAAGTCAGCTGACAAAACCAATCAGCAGTCTCACCAAGC
CCTATCACTAG
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SEQ ID NO 4: Secuencia de
ADNCc de B-Klotho humana
(Pubmed: NM_175737.3; pb
98-3232)

ATGAAGCCAGGCTGTGCGGCAGGATCTCCAGGGAATGAATGGATTTTCTTCA
GCACTGATGAAATAACCACACGCTATAGGAATACAATGTCCAACGGGGGATT
GCAAAGATCTGTCATCCTGTCAGCACTTATTCTGCTACGAGCTGTTACTGGATT
CTCTGGAGATGGAAGAGCTATATGGTCTAAAAATCCTAATTTTACTCCGGTAA
ATGAAAGTCAGCTGTTTCTCTATGACACTTTCCCTAAAAACTTTTTCTGGGGTA
TTGGGACTGGAGCATTGCAAGTGGAAGGGAGTTGGAAGAAGGATGGAAAAG
GACCTTCTATATGGGATCATTTCATCCACACACACCTTAAAAATGTCAGCAGCA
CGAATGGTTCCAGTGACAGTTATATTTTTCTGGAAAAAGACTTATCAGCCCTG
GATTTTATAGGAGTTTCTTTTTATCAATTTTCAATTTCCTGGCCAAGGCTTTTCC
CCGATGGAATAGTAACAGTTGCCAACGCAAAAGGTCTGCAGTACTACAGTACT
CTTCTGGACGCTCTAGTGCTTAGAAACATTGAACCTATAGTTACTTTATACCAC
TGGGATTTGCCTTTGGCACTACAAGAAAAATATGGGGGGTGGAAAAATGATA
CCATAATAGATATCTTCAATGACTATGCCACATACTGTTTCCAGATGTTTGGGG
ACCGTGTCAAATATTGGATTACAATTCACAACCCATATCTAGTGGCTTGGCATG
GGTATGGGACAGGTATGCATGCCCCTGGAGAGAAGGGAAATTTAGCAGCTGT
CTACACTGTGGGACACAACTTGATCAAGGCTCACTCGAAAGTTTGGCATAACT
ACAACACACATTTCCGCCCACATCAGAAGGGTTGGTTATCGATCACGTTGGGA
TCTCATTGGATCGAGCCAAACCGGTCGGAAAACACGATGGATATATTCAAATG
TCAACAATCCATGGTTTCTGTGCTTGGATGGTTTGCCAACCCTATCCATGGGGA
TGGCGACTATCCAGAGGGGATGAGAAAGAAGTTGTTCTCCGTTCTACCCATTT
TCTCTGAAGCAGAGAAGCATGAGATGAGAGGCACAGCTGATTTCTTTGCCTTT
TCTTTTGGACCCAACAACTTCAAGCCCCTAAACACCATGGCTAAAATGGGACA
AAATGTTTCACTTAATTTAAGAGAAGCGCTGAACTGGATTAAACTGGAATACA
ACAACCCTCGAATCTTGATTGCTGAGAATGGCTGGTTCACAGACAGTCGTGTG

10
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AAAACAGAAGACACCACGGCCATCTACATGATGAAGAATTTCCTCAGCCAGGT
GCTTCAAGCAATAAGGTTAGATGAAATACGAGTGTTTGGTTATACTGCCTGGT
CTCTCCTGGATGGCTTTGAATGGCAGGATGCTTACACCATCCGCCGAGGATTA
TTTTATGTGGATTTTAACAGTAAACAGAAAGAGCGGAAACCTAAGTCTTCAGC
ACACTACTACAAACAGATCATACGAGAAAATGGTTTTTCTTTAAAAGAGTCCAC
GCCAGATGTGCAGGGCCAGTTTCCCTGTGACTTCTCCTGGGGTGTCACTGAAT
CTGTTCTTAAGCCCGAGTCTGTGGCTTCGTCCCCACAGTTCAGCGATCCTCATC
TGTACGTGTGGAACGCCACTGGCAACAGACTGTTGCACCGAGTGGAAGGGGT
GAGGCTGAAAACACGACCCGCTCAATGCACAGATTTTGTAAACATCAAAAAAC
AACTTGAGATGTTGGCAAGAATGAAAGTCACCCACTACCGGTTTGCTCTGGAT
TGGGCCTCGGTCCTTCCCACTGGCAACCTGTCCGCGGTGAACCGACAGGCCCT
GAGGTACTACAGGTGCGTGGTCAGTGAGGGGCTGAAGCTTGGCATCTCCGCG
ATGGTCACCCTGTATTATCCGACCCACGCCCACCTAGGCCTCCCCGAGCCTCTG
TTGCATGCCGACGGGTGGCTGAACCCATCGACGGCCGAGGCCTTCCAGGCCT
ACGCTGGGCTGTGCTTCCAGGAGCTGGGGGACCTGGTGAAGCTCTGGATCAC
CATCAACGAGCCTAACCGGCTAAGTGACATCTACAACCGCTCTGGCAACGACA
CCTACGGGGCGGCGCACAACCTGCTGGTGGCCCACGCCCTGGCCTGGCGCCT
CTACGACCGGCAGTTCAGGCCCTCACAGCGCGGGGCCGTGTCGCTGTCGCTG
CACGCGGACTGGGCGGAACCCGCCAACCCCTATGCTGACTCGCACTGGAGGG
CGGCCGAGCGCTTCCTGCAGTTCGAGATCGCCTGGTTCGCCGAGCCGCTCTTC
AAGACCGGGGACTACCCCGCGGCCATGAGGGAATACATTGCCTCCAAGCACC
GACGGGGGCTTTCCAGCTCGGCCCTGCCGCGCCTCACCGAGGCCGAAAGGAG
GCTGCTCAAGGGCACGGTCGACTTCTGCGCGCTCAACCACTTCACCACTAGGT
TCGTGATGCACGAGCAGCTGGCCGGCAGCCGCTACGACTCGGACAGGGACAT
CCAGTTTCTGCAGGACATCACCCGCCTGAGCTCCCCCACGCGCCTGGCTGTGA
TTCCCTGGGGGGTGCGCAAGCTGCTGCGGTGGGTCCGGAGGAACTACGGCG
ACATGGACATTTACATCACCGCCAGTGGCATCGACGACCAGGCTCTGGAGGAT
GACCGGCTCCGGAAGTACTACCTAGGGAAGTACCTTCAGGAGGTGCTGAAAG
CATACCTGATTGATAAAGTCAGAATCAAAGGCTATTATGCATTCAAACTGGCT
GAAGAGAAATCTAAACCCAGATTTGGATTCTTCACATCTGATTTTAAAGCTAAA
TCCTCAATACAATTTTACAACAAAGTGATCAGCAGCAGGGGCTTCCCTTTTGAG
AACAGTAGTTCTAGATGCAGTCAGACCCAAGAAAATACAGAGTGCACTGTCTG
CTTATTCCTTGTGCAGAAGAAACCACTGATATTCCTGGGTTGTTGCTTCTTCTCC
ACCCTGGTTCTACTCTTATCAATTGCCATTTTTCAAAGGCAGAAGAGAAGAAA
GTTTTGGAAAGCAAAAAACTTACAACACATACCATTAAAGAAAGGCAAGAGA
GTTGTTAGCTAA

11
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SEQ ID NO 5: Secuencia de
ADNCc de y-Klotho humana
similar a lactasa de Homo
sapiens (LCTL), variante de
transcripcion 1, ADNc

133-1836)

(Pubmed: NM_207338.3, pb:

ATGAAGCCAGTGTGGGTCGCCACCCTTCTGTGGATGCTACTGCTGGTGCCCAG
GCTGGGGGCCGCCCGGAAGGGGTCCCCAGAAGAGGCCTCCTTCTACTATGGA
ACCTTCCCTCTTGGCTTCTCCTGGGGCGTGGGCAGTTCTGCCTACCAGACGGA
GGGCGCCTGGGACCAGGACGGGAAAGGGCCTAGCATCTGGGACGTCTTCAC
ACACAGTGGGAAGGGGAAAGTGCTTGGGAATGAGACGGCAGATGTAGCCTG
TGACGGCTACTACAAGGTCCAGGAGGACATCATTCTGCTGAGGGAACTGCAC
GTCAACCACTACCGATTCTCCCTGTCTTGGCCCCGGCTCCTGCCCACAGGCATC
CGAGCCGAGCAGGTGAACAAGAAGGGAATCGAATTCTACAGTGATCTTATCG
ATGCCCTTCTGAGCAGCAACATCACTCCCATCGTGACCTTGCACCACTGGGATC
TGCCACAGCTGCTCCAGGTCAAATACGGTGGGTGGCAGAATGTGAGCATGGC
CAACTACTTCAGAGACTACGCCAACCTGTGCTTTGAGGCCTTTGGGGACCGTG
TGAAGCACTGGATCACGTTCAGTGATCCTCGGGCAATGGCAGAAAAAGGCTA
TGAGACGGGCCACCATGCGCCGGGCCTGAAGCTCCGCGGCACCGGCCTGTAC
AAGGCAGCACACCACATCATTAAGGCCCACGCCAAAGCCTGGCATTCTTATAA

CACCACGTGGCGCAGCAAGCAGCAAGGTCTGGTGGGAATTTCATTGAACTGT
GACTGGGGGGAACCTGTGGACATTAGTAACCCCAAGGACCTAGAGGCTGCCG
AGAGATACCTACAGTTCTGTCTGGGCTGGTTTGCCAACCCCATTTATGCCGGT
GACTACCCCCAAGTCATGAAGGACTACATTGGAAGAAAGAGTGCAGAGCAAG
GCCTGGAGATGTCGAGGTTACCGGTGTTCTCACTCCAGGAGAAGAGCTACATT
AAAGGCACATCCGATTTCTTGGGATTAGGTCATTTTACTACTCGGTACATCACG
GAAAGGAACTACCCCTCCCGCCAGGGGCCCAGCTACCAGAACGATCGTGACTT
GATAGAGCTGGTTGACCCAAACTGGCCAGATCTGGGGTCTAAATGGCTATATT
CTGTGCCATGGGGATTTAGGAGGCTCCTTAACTTTGCTCAGACTCAATACGGT
GATCCTCCCATATATGTGATGGAAAATGGAGCATCTCAAAAATTCCACTGTACT
CAATTATGTGATGAGTGGAGAATTCAATACCTTAAAGGATACATAAATGAAAT
GCTAAAAGCTATAAAAGATGGTGCTAATATAAAGGGGTATACTTCCTGGTCTC
TGTTGGATAAGTTTGAATGGGAGAAAGGATACTCAGATAGATATGGATTCTAC
TATGTTGAATTTAACGACAGAAATAAGCCTCGCTATCCAAAGGCTTCAGTTCAA
TATTACAAGAAGATTATCATTGCCAATGGGTTTCCCAATCCAAGAGAGGTGGA
AAGTTGGTACCTCAAAGCTTTGGAAACTTGCTCTATCAACAATCAGATGCTTGC
TGCAGAGCCCTTGCTAAGTCACATGCAAATGGTTACGGAGATCGTGGTACCCA
CTGTCTGCTCCCTCTGTGTCCTCATCACTGCTGTTCTACTAATGCTCCTCCTGAG
GAGGCAGAGCTGA

Por tanto, la invencion abarca una MSC modificada como se describe en el presente documento que comprende una

molécula de acido nucleico seleccionada entre el grupo que consiste en:

5 a) una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina Klotho,
preferentemente de acuerdo con una secuencia de proteina de la SEQ ID NO 6 a 10, por lo que la secuencia de

nucleotidos es preferentemente una secuencia de acuerdo con la SEQIDNO 1, 2, 3,4 0 5;

b) una molécula de acido nucleico que es complementaria a una secuencia de nucleétidos de acuerdo con a);

10

c) una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene suficiente identidad de
secuencia para que sea funcionalmente analoga/equivalente a una secuencia de nucleétidos de acuerdo con a) o
b), que comprende preferentemente una identidad de secuencia con una secuencia de nucleétidos de acuerdo con

a) o b) de al menos un 70 %, un 80 %, preferentemente un 90 %, mas preferentemente un 95 %;

15

d) una molécula de acido nucleico que, como consecuencia del cddigo, esta degenerada en una secuencia de

nucleotidos de acuerdo con a) a c); y/o

12
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e) una molécula de acido nucleico de acuerdo con una secuencia de nucleétidos de a) a d) que esta modificada
por eliminaciones, adiciones, sustituciones, translocaciones, inversiones y/o inserciones y funcionalmente
analoga/equivalente a una secuencia de nucleétidos de acuerdo con a) a d).

Las secuencias funcionalmente analogas se refieren a la capacidad de codificar un producto del gen de klotho
funcional. Las secuencias funcionalmente analogas se refieren a la capacidad de codificar un producto del gen de
Klotho funcional y permitir el efecto funcional igual o similar al de la Klotho humana. La funcién de Klotho puede
determinarse por su actividad 3-glucuronidasa o a través de los efectos funcionales que se describen en los ejemplos
a continuacion. Un experto en la materia conoce los ensayos adecuados para determinar la actividad de -
glucuronidasa o para someter a ensayo los efectos funcionales biolégicos deseados que se describen en el presente
documento y como se muestran en los ejemplos.

Para medir la B-glucuronidasa de Klotho, la proteina recombinante se somete a una reaccion in vitro. En esta reaccion,
el sustrato marcado con fluorescencia glucurénido es hidrolizado por la proteina Klotho. ElI tampdn de reaccion
contiene 4-metilumbeliferilo (4Mu)-D-glucurénido 0,5 mM (Sigma), tampdén de citrato de sodio 0,1 M, pH 5,5, NaCl
0,05 M, Tween 20 al 0,01 % y 20 ug de proteina Klotho secretada purificada. La reaccion se realiza en un volumen
final de 100 pl. La funcién enzimatica de Klotho se correlaciona con un aumento en la intensidad de fluorescencia que
se mide en varios puntos temporales con un contador ARVOsx (PerkinElmer Life Sciences) de marcadores multiples
a una longitud de onda de excitacion de 360 nm y una longitud de onda de emisién de 470 nm. Los productos
hidrolizados se cuantifican en base a la fluorescencia de 4-metilumbeliferona.

La secuencia de nucleétidos de acuerdo con las SEQ ID NO 1 a 5 codifica una proteina Klotho humana de las
secuencias de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO 6 a 10, que se prefieren en la presente invencion:

Tabla 2: Secuencias de Klotho preferidas.

Sn'fqaggc'i‘égﬂ sf(?g;gcla de MPASAPPRRPRPPPPSLSLLLVLLGLGGRRLRAEPGDGAQTWARFSRPPAPEAAG
humana de longitud completa | LFQGTFPDGFLWAVGSAAYQTEGGWQQHGKGASIWDTFTHHPLAPPGDSRNA
(unida a la membrana) SLPLGAPSPLQPATGDVASDSYNNVFRDTEALRELGVTHYRFSISWARVLPNGSA
codificada por la SEQ ID 1 GVPNREGLRYYRRLLERLRELGVQPVVTLYHWDLPQRLQDAYGGWANRALADH
FRDYAELCFRHFGGQVKYWITIDNPYVVAWHGYATGRLAPGIRGSPRLGYLVAH
NLLLAHAKVWHLYNTSFRPTQGGQVSIALSSHWINPRRMTDHSIKECQKSLDFVL
GWFAKPVFIDGDYPESMKNNLSSILPDFTESEKKFIKGTADFFALCFGPTLSFQLLD
PHMKFRQLESPNLRQLLSWIDLEFNHPQIFIVENGWFVSGTTKRDDAKYMYYLKK
FIMETLKAIKLDGVDVIGYTAWSLMDGFEWHRGYSIRRGLFYVDFLSQDKMLLPK
SSALFYQKLIEKNGFPPLPENQPLEGTFPCDFAWGVVDNYIQVDTTLSQFTDLNVY
LWDVHHSKRLIKVDGVVTKKRKSYCVDFAAIQPQIALLQEMHVTHFRFSLDWALI
LPLGNQSQVNHTILQYYRCMASELVRVNITPVVALWQPMAPNQGLPRLLARQG
AWENPYTALAFAEYARLCFQELGHHVKLWITMNEPYTRNMTYSAGHNLLKAHAL
AWHVYNEKFRHAQNGKISIALQADWIEPACPFSQKDKEVAERVLEFDIGWLAEPI
FGSGDYPWVMRDWLNQRNNFLLPYFTEDEKKLIQGTFDFLALSHYTTILVDSEKE
DPIKYNDYLEVQEMTDITWLNSPSQVAVVPWGLRKVLNWLKFKYGDLPMYIISN
GIDDGLHAEDDQLRVYYMQNYINEALKAHILDGINLCGYFAYSFNDRTAPRFGLYR
YAADQFEPKASMKHYRKIIDSNGFPGPETLERFCPEEFTVCTECSFFHTRKSLLAFIA
FLFFASHSLSLIFYYSKKGRRSYK
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(continuacién)

SEQ ID NO 7: Secuencia de
aminoacidos de Klotho
humana de longitud completa
(unida a la membrana) con
marcador HA adicional (texto
subrayado en el secuencia)
codificada por la SEQ ID NO
2.

MPASAPPRRPRPPPPSLSLLLVLLGLGGRRLRAEPGDGAQTWARFSRPPAPEAAG
LFQGTFPDGFLWAVGSAAYQTEGGWQQHGKGASIWDTFTHHPLAPPGDSRNA
SLPLGAPSPLQPATGDVASDSYNNVFRDTEALRELGVTHYRFSISWARVLPNGSA
GVPNREGLRYYRRLLERLRELGVQPVVTLYHWDLPQRLODAYGGWANRALADH
FRDYAELCFRHFGGQVKYWITIDNPYVVAWHGYATGRLAPGIRGSPRLGYLVAH
NLLLAHAKVWHLYNTSFRPTQGGQVSIALSSHWINPRRMTDHSIKECQKSLDFVL
GWFAKPVFIDGDYPESMKNNLSSILPDFTESEKKFIKGTADFFALCFGPTLSFQLLD
PHMKFRQLESPNLRQLLSWIDLEFNHPQIFIVENGWFVSGTTKRDDAKYMYYLKK
FIMETLKAIKLDGVDVIGYTAWSLMDGFEWHRGYSIRRGLFYVDFLSQDKMLLPK
SSALFYQKLIEKNGFPPLPENQPLEGTFPCDFAWGVVDNYIQVDTTLSQFTDLNVY
LWDVHHSKRLIKVDGVVTKKRKSYCVDFAAIQPQIALLQEMHVTHFRFSLDWALI
LPLGNQSQVNHTILQYYRCMASELVRVNITPVVALWQPMAPNQGLPRLLARQG
AWENPYTALAFAEYARLCFQELGHHVKLWITMNEPYTRNMTYSAGHNLLKAHAL
AWHVYNEKFRHAQNGKISIALQADWIEPACPFSQKDKEVAERVLEFDIGWLAEPI
FGSGDYPWVMRDWLNQRNNFLLPYFTEDEKKLIQGTFDFLALSHYTTILVDSEKE
DPIKYNDYLEVQEMTDITWLNSPSQVAVVPWGLRKVLNWLKFKYGDLPMYIISN
GIDDGLHAEDDQLRVYYMQNYINEALKAHILDGINLCGYFAYSFNDRTAPRFGLYR
YAADQFEPKASMKHYRKIIDSNGFPGPETLERFCPEEFTVCTECSFFHTRKSLLAFIA
FLFFASIHSLSLIFYYSKKGRRSYKYPYDVPDYA

SEQ ID NO 8: Secuencia de
aminoacidos de Klotho
humana (secretada) codificada
porla SEQID NO 3

MPASAPPRRPRPPPQSLSLLLVLLGLGGRRLRAEPGDGAQTWARFSRPPAPEAAG
LFQGTFPDGFLWAVGSAAYQTEGGWQQHGKGASIWDTFTHHPLAPPGDSRNA
SLPLGAPSPLQPATGDVASDSYNNVFRDTEALRELGVTHYRFSISWARVLPNGSA

GVPNREGLRYYRRLLERLRELGVQPVVTLYHWDLPQRLODAYGGWANRALADH
FRDYAELCFRHFGGQVKYWITIDNPYVVAWHGYATGRLAPGIRGSPRLGYLVAH
NLLLAHAKVWHLYNTSFRPTQGGQVSIALSSHWINPRRMTDHSIKECQKSLDFVL
GWFAKPVFIDGDYPESMKNNLSSILPDFTESEKKFIKGTADFFALCFGPTLSFQLLD
PHMKFRQLESPNLRQLLSWIDLEFNHPQIFIVENGWFVSGTTKRDDAKYMYYLKK
FIMETLKAIKLDGVDVIGYTAWSLMDGFEWHRGYSIRRGLFYVDFLSQDKMLLPK
SSALFYQKLIEKNGFPPLPENQPLEGTFPCDFAWGVVDNYIQVSQLTKPISSLTKPY
H
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(continuacion)

SEQ ID NO 9: Secuencia de MKPGCAAGSPGNEWIFFSTDEITTRYRNTMSNGGLQRSVILSALILLRAVTGFSGD
ﬁmﬁfﬁﬁé’;ﬁfaggﬁ,%m sEq | GRAIWSKNPNFTPVNESQLFLYDTFPKNFFWGIGTGALQVEGSWKKDGKGPSIW
ID NO 4, DHFIHTHLKNVSSTNGSSDSYIFLEKDLSALDFIGVSFYQFSISWPRLFPDGIVTVAN

AKGLQYYSTLLDALVLRNIEPIVTLYHWDLPLALQEKYGGWKNDTIIDIFNDYATYC
FQMFGDRVKYWITIHNPYLVAWHGYGTGMHAPGEKGNLAAVYTVGHNLIKAHS
KVWHNYNTHFRPHQKGWLSITLGSHWIEPNRSENTMDIFKCQQSMVSVLGWF

ANPIHGDGDYPEGMRKKLFSVLPIFSEAEKHEMRGTADFFAFSFGPNNFKPLNTM
AKMGQNVSLNLREALNWIKLEYNNPRILIAENGWFTDSRVKTEDTTAIYMMKNF

LSQVLQAIRLDEIRVFGYTAWSLLDGFEWQDAYTIRRGLFYVDFNSKQKERKPKSS

AHYYKQIIRENGFSLKESTPDVQGQFPCDFSWGVTESVLKPESVASSPQFSDPHLY

VWNATGNRLLHRVEGVRLKTRPAQCTDFVNIKKQLEMLARMKVTHYRFALDWA
SVLPTGNLSAVNRQALRYYRCVVSEGLKLGISAMVTLYYPTHAHLGLPEPLLHADG
WLNPSTAEAFQAYAGLCFQELGDLVKLWITINEPNRLSDIYNRSGNDTYGAAHNL

LVAHALAWRLYDRQFRPSQRGAVSLSLHADWAEPANPYADSHWRAAERFLQFEI
AWFAEPLFKTGDYPAAMREYIASKHRRGLSSSALPRLTEAERRLLKGTVDFCALNH
FTTRFVMHEQLAGSRYDSDRDIQFLQDITRLSSPTRLAVIPWGVRKLLRWVRRNY

GDMDIYITASGIDDQALEDDRLRKYYLGKYLQEVLKAYLIDKVRIKGYYAFKLAEEKS
KPRFGFFTSDFKAKSSIQFYNKVISSRGFPFENSSSRCSQTQENTECTVCLFLVQKKP
LIFLGCCFFSTLVLLLSIAIFQRQKRRKFWKAKNLQHIPLKKGKRVVS

SEQ ID NO 10: y-Klotho MKPVWVATLLWMLLLVPRLGAARKGSPEEASFYYGTFPLGFSWGVGSSAYQTEG
humana similar a lactasa de

Homo sapiens (LCTL), AWDQDGKGPSIWDVFTHSGKGKVLGNETADVACDGYYKVQEDIILLRELHVNHY
variante de transcripcion 1, RFSLSWPRLLPTGIRAEQVNKKGIEFYSDLIDALLSSNITPIVTLHHWDLPQLLQVKY
secuencia de aminoacidos GGWQNVSMANYFRDYANLCFEAFGDRVKHWITFSDPRAMAEKGYETGHHAPG
codificada por la SEQ ID NO

5 LKLRGTGLYKAAHHIIKAHAKAWHSYNTTWRSKQQGLVGISLNCDWGEPVDISN

PKDLEAAERYLQFCLGWFANPIYAGDYPQVMKDYIGRKSAEQGLEMSRLPVFSLQ
EKSYIKGTSDFLGLGHFTTRYITERNYPSRQGPSYQNDRDLIELVDPNWPDLGSKW
LYSVPWGFRRLLNFAQTQYGDPPIYVMENGASQKFHCTQLCDEWRIQYLKGYIN
EMLKAIKDGANIKGYTSWSLLDKFEWEKGYSDRYGFYYVEFNDRNKPRYPKASVQ
YYKKIIIANGFPNPREVESWYLKALETCSINNQMLAAEPLLSHMQMVTEIVVPTVC
SLCVLITAVLLMLLLRRQS

Modificaciones de proteina de la proteina klotho, que pueden producirse mediante sustituciones en la secuencia de
aminoacidos, y secuencias de acido nucleico que codifican dichas moléculas, dentro del alcance de la invencion. Las
sustituciones como se definen en el presente documento son modificaciones hechas a la secuencia de aminoacidos
de la proteina, por las que uno o mas aminodacidos se remplazan con el mismo nimero de aminoacidos (diferentes),
produciendo una proteina que contiene una secuencia de aminoacidos diferente a la proteina primaria. La sustitucion
puede no alterar significativamente la funcion de la proteina. Como las adiciones, las sustituciones pueden ser
naturales o artificiales. Es bien sabido en la técnica que las sustituciones de aminoacidos pueden hacerse sin alterar
significativamente la funcidon de la proteina. Esto es particularmente cierto cuando la modificacién se refiere a una
sustitucion de aminoacido "conservativa", que es la sustitucion de un aminoacido por otro de propiedades similares.
Dichos aminoacidos "conservados" pueden ser aminoacidos naturales o sintéticos que, a causa del tamafio, carga,
polaridad y conformacion, pueden sustituirse sin afectar significativamente a la estructura y funcion de la proteina. Con
frecuencia, muchos aminoacidos pueden sustituirse por aminoacidos conservativos sin afectar de forma perjudicial a
la funciéon de la proteina. En general, los aminoacidos no polares Gly, Ala, Val, lle y Leu; los aminoacidos aromaticos
no polares Phe, Trp y Tyr; los aminoacidos polares neutros Ser, Thr, Cys, GIn, Asn y Met; los aminoacidos con carga
positiva Lys, Arg e His; los aminoacidos cargados negativamente Asp y Glu, representan grupos de aminoacidos
conservativos. Esta lista no es exhaustiva. Por ejemplo, es bien sabido que Ala, Gly, Ser y a veces Cys pueden
sustituirse entre si aunque pertenecen a grupos diferentes.

En una realizacion, la célula modificada genéticamente como se describe en el presente documento se caracteriza
porque dicha célula se obtiene de médula ésea, corddn umbilical, tejido adiposo o liquido amnidtico.

En una realizacion, la célula modificada genéticamente como se describe en el presente documento se caracteriza
porque dicha célula es CD34-negativa.
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En una realizacion, la célula modificada genéticamente como se describe en el presente documento se caracteriza
porque dicha célula es una célula humana.

Debido a su capacidad para migrar a areas de enfermedad, en areas de inflamacion particulares, las MSC representan
sorprendentemente una herramienta adecuada para la entrega de Klotho como agente terapéutico. Sin quedar ligados
a teoria alguna, las MSC de la presente invencion representan una herramienta o vehiculo de entrega de farmacos
para la entrega eficaz de un agente terapéutico al sitio de la enfermedad. De acuerdo con una realizacion preferida de
la presente invencion, el agente terapéutico es la proteina Klotho expresada a partir de un acido nucleico exégeno en
dichas MSC.

Por tanto, las células de la presente invencion permiten efectos terapéuticos beneficiosos y sorprendentes.
Sorprendentemente, la administracién de las MSC que se describen en el presente documento conduce a una
migracion eficaz al sitio de la enfermedad después de la infeccion sistémica, preferentemente intravenosa, de las
células. Las MSC son capaces de migrar € injertarse potencialmente en areas de tejido enfermo, incluyendo tumores
y otros tejidos inflamados. Las propias MSC proporcionan una sefial antiinflamatoria beneficiosa para las patologias
incluidas en la invencion, ademas del efecto local potenciado de Klotho a partir de la expresion del transgén presente
en las MSC modificadas con Klotho.

La combinacién de MSC que presentan una expresién aumentada de Klotho (en comparacién con las MSC no
modificadas) con el tratamiento de un cancer, fibrosis de érganos, insuficiencia renal, cambios de relacionados con la
edad de los 6rganos o los sistemas de drganos, arterioesclerosis, demencia, diabetes mellitus, enfermedad
neurodegenerativa y enfermedades autoinmunitarias y enfermedades relacionadas con la autoinmunidad muestra una
sinergia inesperada. La migracion dirigida MSC a areas de tejido enfermo, ademas de las propiedades antiinflamatorias
de las propias MSC y el efecto terapéutico del transgén de Klotho proporciona un efecto terapéutico sinérgico superior
a la suma de cada efecto individual cuando se considera de forma aislada.

Por tanto, las MSC modificadas con Klotho evitan y/o minimizan los posibles efectos secundarios debido a la
administracion sistémica de la proteina Klotho o los vectores de acido nucleico que codifican Klotho. El uso de MSC
como vehiculos para la administraciéon de Klotho proporciona la produccién local de Klotho en regiones enfermas del
cuerpo debido a las capacidades de migracion dirigida de MSC hacia el tejido inflamado.

Ademas, se sabe que las MSC presentan efectos inmunomoduladores beneficiosos en sujetos y en particular en
sujetos que padecen enfermedades inflamatorias y/o una respuesta inmunitaria no deseada. Fue particularmente
sorprendente que las MSC modificadas genéticamente mantuviesen las propiedades inmunomoduladoras
beneficiosas de las MSC. Un experto en la materia no podria haber sospechado esto, en cambio, se habria esperado
que la expresion de Klotho, especialmente en cantidades terapéuticamente eficaces, interfiriese con las propiedades
inmunomoduladoras de las MSC. Sin embargo, las Klotho-MSC mantienen una funcién moduladora beneficiosa, en
particular en las células inmunitarias del sujeto. Por tanto, las Klotho-MSC son sorprendentemente eficaces para el
tratamiento de enfermedades asociadas a inflamacion y/o respuesta inmunitaria no deseada. La expresion de la Klotho
terapéuticamente eficaz junto con las propiedades inmunomoduladoras de las Klotho-MSC producen un efecto
terapéutico sinérgico superior a la suma de los efectos individuales de ambos agentes terapéuticos cuando se
consideran por separado.

Ademas, las MSC modificadas con Klotho producen efectos terapéuticos sorprendentes debido a una produccion
continua de Klotho. Después de la administracion, las MSC modificadas con Klotho pueden actuar como una biobomba
o una fabrica de farmacos que proporciona continuamente proteina Klotho al sujeto. De este modo, la cantidad de
Klotho puede mantenerse a nivel terapéutico durante periodos de tiempo largos. Como se indica en el presente
documento, las capacidades de localizacién de Klotho-MSC conducen ventajosamente a una expresion localizada de
Klotho en regiones enfermas. Sin embargo, la Klotho expresada también puede ser transportada por el sistema
vascular por todo el cuerpo del sujeto. Las Klotho-MSC administradas, por tanto, también contribuyen de manera
sistémica en gran medida, independientemente de la ubicacion de las MSC dentro del cuerpo del sujeto. La produccion
continua de Klotho por las Klotho-MSC es particularmente ventajosa ya que la proteina Klotho puede sufrir
degradacion. Por tanto, una administracion sistematica directa de la proteina Klotho a un sujeto tendria que realizarse
repetidamente a intervalos cortos para mantener niveles terapéuticos suficientes. Es sorprendente que las MSC
modificadas genéticamente puedan superar este obstaculo mediante una expresion continua de Klotho durante
periodos de mas de 7 o mas de 10 dias, e incluso de mas de 30 dias. Al actuar como una biobomba, la MSC-Klotho
llega a niveles estables de Klotho dentro de un sujeto durante mas de 1 semana e incluso mas de 1 mes.

Los niveles estables particulares de Klotho terapéuticamente eficaz son resultado de la expresion de Klotho bajo el
control de un promotor constitutivamente activo. Para este fin, el promotor EFS, PGK y/o CMV ha demostrado ser
particularmente adecuado y permite una expresion prolongada a niveles elevados.

Ademas, las MSC que expresan Klotho demostraron ser muy eficientes en la entrega de la proteina terapéutica al

sistema vascular de un paciente. Por medio del sistema vascular, las proteinas Klotho se transportan por todo el cuerpo
del sujeto. Ventajosamente, por tanto, pueden establecerse niveles terapéuticos de Klotho en diferentes érganos, tales
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como el higado, los rifiones y/o los pulmones, que pueden verse afectados por una enfermedad. La administracion de
Klotho-MSC también es eficaz para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas que afectan al cerebro. Este
es incluso el caso si las Klotho-MSC no se han introducido ni migrado hacia las regiones cerebrales afectadas. Por
tanto, se sospecha que Klotho puede atravesar ventajosamente la barrera hematoencefalica. Los expertos en la
materia conocen métodos para la modificacion genética de MSC. Se divulgan ejemplos de métodos adecuados para
modificacion genética de MSC en el documento WO 2010/119039 y el documento WO 2008/150368.

En una realizacion, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente como se describe en el presente
documento se caracteriza por que el acido nucleico exégeno comprende un vector virico, por ejemplo, en forma de
una construccién de expresion virica, mas preferentemente un vector retrovirico.

En una realizacion, la célula madre mesenquimatosa modificadas genéticamente como se describe en el presente
documento se caracteriza por que el acido nucleico exégeno es o comprende una construccion de expresion no virica.

En una realizacién, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente como se describe en el presente
documento se caracteriza por que el promotor o combinacion de promotor/potenciador es un promotor constitutivo. En
otra realizacién, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente como se describe en el presente
documento se caracteriza porque el promotor o la combinacién promotor/potenciador es el promotor CMV o EF2.

En una realizacion preferida, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente como se describe en el
presente documento se caracteriza porque el promotor constitutivo es el promotor EFS.

En una realizacion preferida, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente como se describe en el
presente documento se caracteriza porque el promotor constitutivo es el promotor PGK.

En una realizacion preferida, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente como se describe en el
presente documento se caracteriza porque el promotor constitutivo es el promotor EFlalpha.

En una realizacion, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente como se describe en el presente
documento se caracteriza porque dicho promotor o combinaciéon de promotor/potenciador es un promotor inducible.

En una realizacién, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente como se describe en el presente
documento se caracteriza porque el promotor es inducible tras la diferenciacion de dicha célula después de la
administracion.

En una realizacion, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente como se describe en el presente
documento se caracteriza porque el promotor es un promotor especifico de inflamacién, preferentemente en la que
dicho promotor se induce por mediadores inflamatorios o citocinas y/o se induce cuando la célula madre
mesenquimatosa modificada genéticamente entra en proximidad al tejido inflamado.

Las formas inducibles del promotor se disefian para presentar expresion especifica de inflamacioén y/o localizada de
la proteina Klotho. En combinacion con las propiedades de migracion dirigida y/o de migracién de las MSC, se consigue
un efecto sinérgico, de modo que se expresa o produce muy poca proteina Klotho en zonas del organismo del sujeto
distintas del tejido u 6rgano enfermo.

En otras realizaciones, la expresion de Klotho se produce en MSC administradas en una ubicacion distinta del sitio de
la enfermedad y la proteina se transporta a través del sistema vascular al area de la enfermedad dentro del paciente.

En una realizacion, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente como se describe en el presente
documento se caracteriza porque el promotor es el promotor Tie2.

En una realizacion, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente como se describe en el presente
documento se caracteriza porque el promotor es el promotor RANTES.

En una realizacién, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente como se describe en el presente
documento se caracteriza porque el promotor es el promotor HSP70.

Fue sorprendente, a la luz de la técnica anterior, que la expresién de los promotores inducibles mencionados en el
presente documento condujera a una expresion suficiente de la proteina terapéutica Klotho tras un estimulo apropiado
en el sitio de inflamacion. Los promotores proporcionados en el presente documento muestran propiedades inducibles
adecuadas para una expresion rapida y fuerte de Klotho tras entrar en proximidad con tejido inflamado.

En una realizacion, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente como se describe en el presente

documento se caracteriza porque dicha célula comprende adicionalmente (iii) un gen marcador de seleccién unido
operativamente a (iv) un promotor constitutivo o una combinacién de promotor/potenciador.
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En una realizacion, la célula modificada genéticamente como se describe en el presente documento se caracteriza
porque la region codificante de Klotho codifica una proteina que comprende o que consiste en una secuencia de
acuerdo con una de las SEQ ID NO 6 a 10, en la que la region codificante de Klotho preferentemente comprende o
consiste en una secuencia de acuerdo con las SEQ ID NO 1 a 5.

En ofras realizaciones, la region codificante de Klotho codifica una proteina que comprende o que consiste en una
secuencia de acuerdo con una de las SEQ ID NO 6 a 10, o una secuencia de al menos un 70 % de identidad de
secuencia, o al menos un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 % o un 95 % de identidad de secuencia, con una de las SEQ
ID NO 6 a 10,

En una realizacion, la célula modificada genéticamente como se describe en el presente documento se caracteriza
porque la region codificante de Klotho codifica una forma secretada de la proteina Klotho. Ventajosamente, la forma
secretada de Klotho es particularmente eficaz terapéuticamente cuando se expresa mediante células madre
mesenquimatosas.

En una realizacion, la célula modificada genéticamente como se describe en el presente documento se caracteriza
porque la forma secretada de la proteina Klotho comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos con una
identidad de al menos un 70 %, preferentemente de al menos un 80 %, un 85 %, un 90 % o al menos un 95 % con la
SEQ ID NO 8. Se prefiere en particular que la proteina Klotho secretada tenga una secuencia establecida por la SEQ
ID No 8 o sea funcionalmente analoga a una proteina con una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID
NO 8.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente como
se describe en el presente documento para su uso como medicamento.

En una realizacion, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente para su uso como medicamento como
se describe en el presente documento se caracteriza porque dicha célula se administra introduciendo un ndamero
terapéuticamente eficaz de células en el torrente sanguineo de un paciente.

En una realizacion, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente para su uso como medicamento como
se describe en el presente documento se caracteriza por introducir un nimero terapéuticamente eficaz de dichas
células por via subcutanea. Adicionalmente, puede preferirse para este fin que las MSC-Klotho estén encapsuladas
por una matriz biocompatible y se trasplanten junto con la matriz, preferentemente por via subcutdnea. En una
realizacion la invencién se refiere a la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente como se describe en
el presente documento para su uso en aplicaciones cosméticas o cirugia plastica, por ejemplo, mediante la introduccion
de un numero eficaz de dichas células por via subcutanea o por via intradérmica para mejorar la tersura o la blancura
de la piel (reduccién de arrugas).

En una realizacion de la invencioén, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente como se describe en
el presente documento tiene por objeto su uso en aplicaciones cosméticas o cirugia plastica, tal como mediante la
introduccién de un numero eficaz de dichas células por via subcutdnea o por via intradérmica para aumentar el
volumen de la piel (reduccion de arrugas).

En una realizacién de la invencién, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente como se describe en
el presente documento tiene por objeto su uso para tratar la pérdida de cabello mediante la introduccion de un nimero
eficaz de células MSC-Klotho por via subcutanea o por via intradérmica.

En una realizacion, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente para su uso como medicamento como
se describe en el presente documento se caracteriza por introducir un numero terapéuticamente eficaz de dichas
células a un sujeto dentro de una matriz biocompatible.

Son materiales preferidos para la matriz biocompatible agarosa, carragenano, alginato, quitosano, goma gellan, acido
hialurénico, colageno, celulosa y sus derivados, gelatina, elastina, resina epoxi, resinas foto reticulables,
poliacrilamida, poliéster, poliestireno y poliuretano o polietilenglicol (PEG). Se prefiere adicionalmente que la matriz
biocompatible sea una matriz de hidrogel semipermeable y las Klotho-MSC estén atrapadas por dicha matriz.
Ventajosamente, la matriz biocompatible permite una difusion eficiente de nutrientes, oxigenos y otras biomoléculas
para garantizar una viabilidad duradera de las Klotho-MSC, inmovilizando al mismo tiempo las células. De este modo,
las Klotho-MSC pueden concentrarse en ubicaciones preferidas dentro del sujeto. Por ejemplo, las Klotho-MSC
pueden trasplantarse por via subcutédnea y/o en la proximidad de regiones enfermas del sujeto, es decir, el rifidn para
el tratamiento de enfermedades renales. Es sorprendente que mediante la introduccion de Klotho-MSC encapsuladas,
las células funcionan de manera particularmente eficiente como biobombas y proporcionan un alto nivel de Klotho
terapéutica al sujeto. En primer lugar, la matriz biocompatible permite la liberacién de Klotho. En segundo lugar, la
concentracion elevada de Klotho-MSC dentro de la microencapsulacion promueve un mecanismo de retroalimentacion
que da como resultado la producciéon aumentada de Klotho en comparacién con las Klotho-MSC que migran
individualmente. Por tanto, la administracion de Klotho-MSC microencapsuladas constituye un tratamiento beneficioso
particular de enfermedades que se benefician de niveles elevados estables de Klotho.
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En una realizacion, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente para su uso como medicamento como
se describe en el presente documento se caracteriza porque la célula se administra por via intratecal. Para este fin,
se prefiere que se introduzca un nimero terapéuticamente eficaz de Klotho-MSC en el canal espinal, preferentemente
en el espacio subaracnoideo del sujeto. De este modo, las Klotho-MSC son capaces de alcanzar el liquido
cefalorraquideo. Las Klotho-MSC administradas por via intratecal presentan una viabilidad sorprendentemente alta y
permiten una provision continua particular de proteina Klotho terapéuticamente eficaz a la region cerebral de un sujeto.
Por tanto, se prefiere que las Klotho-MSC se administren por via intratecal para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas. Mucho mas preferentemente, las Klotho-MSC se administran por via intratecal para el tratamiento
de enfermedad de Alzheimer (EA), esclerosis multiple (EM), enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotrofica
(ELA), enfermedad de Parkinson y/o esquizofrenia.

En una realizacion, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente para su uso como medicamento como
se describe en el presente documento se caracteriza porque se administra al menos una vez al mes, preferentemente
al menos una vez a la semana. La administracion de Klotho-MSC con la periodicidad preferida demostré ser adecuada
para mantener niveles terapéuticamente eficaces de Klotho durante todo el tratamiento del sujeto.

La administracion aislada o repetida puede conducir a efectos beneficiosos, por lo que se prefiere la administracion
prolongada o continua, por ejemplo, una administracién a largo plazo. Un ejemplo de dicha aplicacion a largo plazo es
que las MSC se administran al paciente en multiples eventos, por ejemplo, una vez a la semana o una vez al mes,
durante al menos dos semanas, al menos tres semanas, al menos cuatro semanas, al menos un mes, al menos dos
meses, al menos tres meses, al menos cuatro meses, al menos cinco meses, al menos seis meses, al menos siete
meses, al menos ocho meses, al menos nueve meses, al menos diez meses, al menos once meses, al menos un afio,
al menos dos afios o al menos tres afos, o de forma duradera. La administracion puede, por ejemplo, realizarse una
vez al dia, una vez a la semana, una vez cada 7 a 14, o de 7 a 21 dias, o una vez al mes o una vez cada dos meses,
durante un periodo de tiempo como se ha mencionado anteriormente.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente como
se describe en el presente documento para su uso como medicamento en el tratamiento de una enfermedad.

En una realizacion, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente para su uso como medicamento como
se describe en el presente documento se caracteriza por que la enfermedad es cancer.

En una realizacion, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente para su uso como medicamento como
se describe en el presente documento se caracteriza porque la enfermedad es fibrosis de érganos.

En una realizacion, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente para su uso como medicamento como
se describe en el presente documento se caracteriza porque la enfermedad es insuficiencia renal.

En un aspecto, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente para su uso como medicamento como se
describe en el presente documento se caracteriza porque la enfermedad se asocia a 0 es provocada por un cambio
relacionado con la edad en la fisiologia o funcién de un 6rgano o sistema de 6rganos.

En una realizacion, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente para su uso como medicamento como
se describe en el presente documento se caracteriza porque la enfermedad es o se asocia a arterioesclerosis.

En una realizacion, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente para su uso como medicamento como
se describe en el presente documento se caracteriza porque la enfermedad es demencia.

En una realizacion, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente para su uso como medicamento como
se describe en el presente documento se caracteriza porque la enfermedad es diabetes mellitus.

En una realizacion, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente para su uso como medicamento como
se describe en el presente documento se caracteriza porque la enfermedad es una enfermedad autoinmunitaria.

En una realizacion, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente para su uso como medicamento como
se describe en el presente documento se caracteriza porque la enfermedad es una enfermedad pulmonar.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente como
se describe en el presente documento para su uso como medicamento en el tratamiento de un trastorno inflamatorio.

En realizaciones adicionales, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente para su uso como
medicamento como se describe en el presente documento se caracteriza porque la enfermedad inflamatoria es
vasculitis, nefritis, enfermedad inflamatoria intestinal, artritis reumatoide y/o enfermedad de injerto contra hospedador.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente como
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se describe en el presente documento para su uso como medicamento en el tratamiento de fibrosis crénica. En una
realizacion, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente para su uso como medicamento como se
describe en el presente documento se caracteriza porque la enfermedad fibrética inflamatoria y/o crénica es del rifidn,
el higado y/o el colon de un sujeto. Fue sorprendente que la expresidn localizada de Klotho en regiones fibréticas
pudiese conducir a un efecto terapéutico potenciado. Las MSC podrian mostrar propiedades migratorias inesperadas
hacia el tejido fibrético y, a través de la expresion de Klotho, conducir a una reduccién en la formacion de tejido fibrotico.

En una realizacion, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente para su uso como medicamento como
se describe en el presente documento se caracteriza porque dicha célula se administra introduciendo un ndamero
terapéuticamente eficaz de dichas células en el torrente sanguineo de un paciente, consiguiendo de este modo la
entrega de la proteina Klotho expresada a partir de dichas células por via local en regiones de enfermedad y/o
inflamacion. La administracion de las MSC de la presente invencion también puede tener lugar a través de vias de
entrega que incluyen la inhalacién, la inyeccion endoscopica de tejido, la inyeccion de tejido mediada por catéter, la
inyeccion de liquido cefalorraquideo, la inyeccion intraperitoneal, la inyeccién subcutanea, la inyeccion intramuscular,
opcionalmente en combinacion con la introduccion de dichas células en el torrente sanguineo de un paciente.

En una realizacion, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente para su uso como medicamento como
se describe en el presente documento se caracteriza porque la enfermedad que se ha de tratar es una enfermedad
neurodegenerativa.

En una realizacién de la invencion, la enfermedad neurodegenerativa es enfermedad de Alzheimer (EA).

En una realizacion de la invencion, la enfermedad neurodegenerativa es esclerosis multiple (EM).

En una realizacién de la invencion, la enfermedad neurodegenerativa es enfermedad de Huntington.

En una realizacion de la invencion, la enfermedad neurodegenerativa es esclerosis lateral amiotrofica (ELA).
En una realizacién de la invencion, la enfermedad neurodegenerativa es enfermedad de Parkinson.

En una realizacion de la invencion, la enfermedad neurodegenerativa es esquizofrenia.

En una realizacion preferida, la presente invencién se refiere al tratamiento de la enfermedad neurodegenerativa a
través de la administracién de las células modificadas genéticamente que se describen en el presente documento que
comprenden un transgén de Klotho. La administracion puede proporcionarse por via sistémica, tal como por via
intravenosa, debido a la capacidad de las MSC para atravesar la barrera hematoencefalica. Los métodos alternativos
de administracion, tales como inyecciones epidurales u otros modos de administraciéon que no requieren el paso de la
barrera hematoencefalica, estan incluidos en la invencion.

En particular, el enfoque terapéutico esta destinado a pacientes en etapa precoz con enfermedad neurodegenerativa
que no ha progresado a etapas graves o tardias de la enfermedad.

Estudios anteriores han descrito un perfil de seguridad suficiente con respecto a la administracién de las MSC a
pacientes con EM o ELA. También se han descrito efectos inmunomoduladores de las MSC (Karussis et al., Arch
Neurol. 2010 67 (19), 1187). Estos efectos beneficiosos podrian potenciarse mediante el uso de un transgén de Klotho
en las MSC que se describen en el presente documento.

Existen indicaciones adicionales de que Klotho puede mostrar potencial terapéutico en el tratamiento de la enfermedad
neurodegenerativa. Se ha sugerido que los potenciadores de molécula pequefa de la funcién de Klotho muestran una
funcién terapéutica en el tratamiento de la EM u otras enfermedades neurodegenerativas (Abraham et al., Future Med
Chem, 4 de septiembre de 2012: 13, 1671), klotho se ha vinculado anteriormente a la mielinizaciéon del sistema
nervioso central (Chen et al., J Neurosci. enero de 2013 33 (5): 1927) y se encuentran niveles reducidos de klotho en
pacientes con enfermedad de Alzheimer (Semba et al., Neurosci. Lett. 13 de enero de 2014; 558: 37). A pesar de
estas sugerencias, el uso de un transgén de Klotho en MSC para el tratamiento de estas afecciones médicas
representa un resultado sorprendente teniendo en cuenta las dificultades y la baja expectativa de éxito en la
administracion de productos terapéuticos transgénicos a través de terapia celular. Sorprendentemente, la Klotho
entregada por via local a través de la expresion transgénica de un vehiculo de MSC celular conduce a un posible
efecto terapéutico contra la enfermedad neurodegenerativa, cuando dichas MSC se administran por via sistémica (tal
como a través de inyecciones iv) o por via local (tal como a través de inyeccion epidural o craneal).

Hay diversos ensayos disponibles para el experto con el fin de evaluar la enfermedad neurodegenerativa y, por tanto,
también son adecuados para evaluar el posible efecto terapéutico de las klotho-MSC que se describen en el presente
documento. Por ejemplo, pueden realizarse ensayos de atencidén, que comprenden ensayos de atencidon previa,
prepulso o inhibicidon de interrogacion, ensayos de atencion tales como orientacién de interrogacion, respuestas de
opcién multiple, tareas de reaccion en serie, ensayos de ir/no ir o ensayos cognitivos, incluyendo la discriminacién de
objetos de interrogacion, transmision social de preferencias alimentarias, ensayos de patrones transversales o
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ensayos de aprendizaje y memoria, tales como ensayos asociativos, por ejemplo, evitacion pasiva de interrogacion,
evitacion activa de una o dos vias o ensayos espaciales/contextuales, que comprenden el laberinto de brazos radiales,
o el laberinto de agua de morris, o respuestas emocionales condicionales, tales como ensayos de aversion al gusto
condicionada, sobresalto potenciado, o condicionamiento por miedo.

En una realizacion preferida, la presente invencion se refiere al tratamiento de enfermedades del corazén y
enfermedades renales a través de la administracion de las células modificadas genéticamente que se describen en el
presente documento que comprenden un transgén de Klotho. Estos dos grupos de numerosas indicaciones médicas
estan vinculados por la caracteristica especial de los depdsitos de sal o calcificacion, en las arterias y venas de
pacientes particulares. Klotho esta implicada en el metabolismo del fosfato y, por tanto, en el procesamiento de sales
en el cuerpo de sujetos mamiferos. En determinados sujetos, las sales de fosfato o calcio no se procesan
correctamente y esto conduce al depdsito de sales en las arterias y enfermedades arteriales, oclusivas o
cardiovasculares asociadas. Dichas enfermedades pueden caracterizarse por el "endurecimiento” de las arterias.

Por tanto, un objeto de la invencién es el tratamiento de enfermedades cardiovasculares, trastornos circulatorios,
enfermedades arteriales y/o afecciones isquémicas obstructivas u oclusivas o ictus, preferentemente enfermedades
cardiacas coronarias o enfermedades obstructivas arteriales periféricas, ateroesclerosis y/o esclerosis inducida por
trasplante; una enfermedad oclusiva cerebral o enfermedad oclusiva renal.

Sorprendentemente, los sujetos con disfuncién renal, en particular aquellos en los que la deteccion de creatina no es
capaz de indicar la presencia de dicha disfuncién renal, tienen un mayor riesgo de sufrir las enfermedades cardiacas
o isquémicas que se describen en el presente documento.

En una realizacion, la presente invencion se refiere al tratamiento de la sepsis a través de la administracion de las
MSC modificadas con Klotho como se describen en el presente documento.

En una realizacion, la presente invencion se refiere al tratamiento de la disfuncion eréctil a través de la administracion
de las MSC modificadas con Klotho como se describen en el presente documento. Se sabe que Klotho desempena
una funcion en la regulacion del mondéxido de nitrégeno (NO), influyendo por tanto potencialmente en la funcion eréctil.

En una realizacion, las células madre mesenquimatosas modificadas genéticamente para su uso como medicamento
se caracterizan porque la enfermedad es un cambio relacionado con la edad de los érganos o los sistemas de érganos.
En el presente documento también se desvela el uso médico de las MSC que se describen en el presente documento
que se refiere al tratamiento del envejecimiento como tal.

En el presente documento se desvela que la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente se usa como
medicamento para tratar y/o prevenir el envejecimiento o la senescencia. Es sorprendente que mediante la
administracion de Klotho-MSC los procesos de envejecimiento bioldgico se puedan ralentizar, revertir y/o inhibir
eficazmente.

Se sospecha que Klotho tiene propiedades antienvejecimiento positivas. Sin embargo, las MSC modificadas
genéticamente que expresan Klotho presentan una funcion antienvejecimiento particularmente eficaz puesto que las
Klotho-MSC se dirigen a células, tejidos y/u 6rganos de un sujeto afectado por el envejecimiento biologico. De este
modo, las Klotho-MSC proporcionan dosis terapéuticamente eficaces por via local de Klotho a las regiones afectadas
por el envejecimiento. Ademas, las Klotho-MSC conducen al restablecimiento y/o al rejuvenecimiento de la poblacion
celular del sujeto y, en particular, de la poblacién de células madre del sujeto. El efecto terapéutico de Klotho hacia la
senescencia aumenta en un grado sorprendente, cuando se expresa por MSC modificadas genéticamente.

En una realizacion, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente para su uso como medicamento como
se describe en el presente documento se caracteriza por que el sujeto es humano.

En una realizacion, las células madre mesenquimatosas modificadas genéticamente para su uso como medicamento
como se describe en el presente documento se caracterizan porque dichas células modificadas genéticamente son
alégenas con respecto al sujeto.

En una realizacion, la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente para su uso como medicamento como
se describe en el presente documento se caracteriza porque dichas células modificadas genéticamente son autélogas
con respecto al sujeto.

En un aspecto adicional de la invencién, las MSC como se describen en el presente documento pueden comprender
un acido nucleico exoégeno que codifica un ligando de quimiocina en combinacion con secuencias de acido nucleico
adecuadas para la expresion de dicho ligando. Las secuencias codificantes de quimiocinas pueden estar presentes
en la misma molécula de acido nucleico exégeno que codifica Klotho o en un acido nucleico exdgeno separado. Puede
haber multiples construcciones de acido nucleico o casetes integrados presentes en las MSC de la presente invencion,
portando, cada uno, uno o mas genes de interés, por ejemplo, genes terapéuticos, tales como Klotho u otros genes
implicados en la movilizacién de las células, tales como una quimiocina. Por tanto, la invencion se refiere a las células
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mesenquimatosas que se describen en el presente documento, en las que el acido nucleico exégeno codifica
preferentemente una quimiocina inflamatoria. Dichas quimiocinas son conocidas por un experto. Los ejemplos de
quimiocinas inflamatorias se refieren a CXCL-8, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL11 y CXCL10, CXCL1, CXCL2.

La invencion se refiere adicionalmente a un vector de acido nucleico que comprende una regién que codifica una
proteina Klotho, estando dicha region operativamente unida a un promotor o combinacion de promotor/potenciador.
En realizaciones preferidas, el promotor o la combinacién de promotor/potenciador es uno de los mencionados
anteriormente.

La invencion también se refiere a un método de entrega de una proteina Klotho a una célula o a un sujeto que lo
necesite, por ejemplo, en el contexto de un uso médico de una proteina Klotho, que comprende administrar el vector
de acido nucleico como se describe en el presente documento a una célula o sujeto, y/o administrar una MSC
genéticamente modificada que comprende el vector de acido nucleico a un sujeto con una o mas de las afecciones
médicas que se desvelan en el presente documento. La invenciéon también se refiere a un método para la
transformacion genética de una MSC, que comprende el tratamiento de una MSC con un vector de acido nucleico
como se desvela en el presente documento que codifica una proteina Klotho.

Descripcion detallada de la invenciéon

Las "células mesenquimatosas" que se desvelan en el presente documento (también denominadas en algunas
realizaciones "células madre mesenquimatosas" o "MSC") pueden dar lugar a tejido conjuntivo, hueso, cartilago y
células de los sistemas circulatorio y linfatico. Las células madre mesenquimatosas se encuentran en el mesénquima,
la parte del mesodermo embrionario que consiste en células no especializadas sueltas, fusiformes o estrelladas. Como
se usa en el presente documento, las células madre mesenquimatosas incluyen, sin limitacion, células madre CD34-
negativas.

En una realizacioén de la invencién, las células mesenquimatosas son células adherentes al plastico, de tipo fibroblasto,
definidas en algunas realizaciones como células estromales mesenquimatosas multipotentes y también incluyen
células CD34-negativas.

Para evitar cualquier duda, la expresion célula mesenquimatosa abarca células estromales mesenquimatosas
multipotentes que también incluyen una subpoblaciéon de células mesenquimatosas, MSC y sus precursores, cuya
subpoblacidon esta compuesta de células de autorrenovacion multipotentes o pluripotentes con capacidad de
diferenciacion en multiples tipos celulares in vivo.

Como se usa en el presente documento, célula CD34-negativa indicara una célula que carece de CD34, o que expresa
unicamente niveles insignificantes de CD34, en su superficie. Se describen células CD34-negativas y métodos para
aislar dichas células, por ejemplo, en Lange C. et al., "Accelerated and safe expansion of human mesenchymal stromal
cells in animal serum-free medium for transplantation and regenerative medicine". J. Cell Physiol. 25 de abril de 2007.

Las células mesenquimatosas pueden diferenciarse a partir de células madre hematopoyéticas (HSC) mediante varios
indicadores. Por ejemplo, se sabe que las HSC flotan en cultivo y no se adhieren a superficies plasticas. Por el
contrario, las células mesenquimatosas se adhieren a superficies plasticas. Las células mesenquimatosas CD34-
negativas de la presente invencién son adherentes en cultivo.

Las célula o células modificadas genéticamente que se describen en el presente documento pueden comprenden
diferentes tipos de vehiculos dependiendo de si tienen que administrarse en forma sélida, liquida o de aerosol, y si
tienen que ser estériles para dichas vias de administracion como inyeccién. La presente invencion puede administraron
por via intravenosa, intradérmica, intraarterial, intraperitoneal, intralesional, intracraneal, intraarticular, intraprostatica,
intrapleural, intratraqueal, intranasal, intravitrea, intravaginal, intrarrectal, tépica, intratumoral, intramuscular,
intraperitoneal, subcutanea, subconjuntival, intravesicular, mucosa, intrapericardica, intraumbilical, intraocular, por via
oral, tépica, local, por inhalacion (por ejemplo, inhalacién de aerosol), inyeccion, infusidn, infusién continua, perfusion
localizada que riega células diana directamente, mediante un catéter, mediante un lavado, en cremas, en
composiciones lipidicas (por ejemplo, liposomas) o por otro método o cualquier combinacion de los anteriores, como
sabria un experto en la materia (véase, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182 Ed. Mack Printing
Company, 1990).

La presente invencion abarca el tratamiento de un paciente introduciendo un numero terapéuticamente eficaz de
células en el torrente sanguineo de un sujeto. Como se usa en el presente documento, "introducir" células "en el
torrente sanguineo de un sujeto" incluira, sin limitacion, introducir dichas células en una de las venas o arterias del
sujeto por inyeccion. Dicha administracion también puede realizarse, por ejemplo, una vez, una pluralidad de veces
y/o durante uno o mas periodos prolongados. Se prefiere una Unica inyeccién, pero pueden ser necesarias inyecciones
repetidas a lo largo del tiempo (por ejemplo, trimestralmente, semestralmente o anualmente) en algunos casos. Dicha
administracion también se realiza preferentemente usando una mezcla de células CD34-negativas y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables son bien conocidos para los expertos en
la materia e incluyen, pero no se limitan a, 0,01-0,1 M y preferentemente tampén fosfato 0,05 M o solucion salina al
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0,8 %, asi como medios de crioconservacion patentados usados habitualmente.

La administracion también puede producirse de forma local, por ejemplo, por inyeccion en un area del cuerpo del
sujeto en la proximidad a una enfermedad tumoral. Se ha demostrado que las MSC migran hacia tejido canceroso. De
todas formas, la administracion local de las células como se describe en el presente documento puede dar lugar a
niveles elevados de las células en su sitio de accion.

Adicionalmente, dichos vehiculos farmacéuticamente aceptables pueden ser soluciones acuosas o no acuosas,
suspensiones y emulsiones, mucho mas preferentemente soluciones acuosas. Los vehiculos acuosos incluyen agua,
soluciones alcohdlicas/acuosas, emulsiones y suspensiones, incluyendo solucién salina y medio tamponado. Los
vehiculos parenterales incluyen solucién de cloruro de sodio, solucidon de Ringer con dextrosa, dextrosa y cloruro de
sodio, soluciéon de Ringer con lactato y aceites fijos. Los vehiculos intravenosos incluyen reforzadores de liquidos y
nutrientes, reforzadores de electrolitos tales como solucién de Ringer con dextrosa, los basados en solucién de Ringer
con dextrosa y similares. Los liquidos usados habitualmente para administracion i.v. se encuentran, por ejemplo, en
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 202 Ed., pag. 808, Lippincott Williams S- Wilkins (2000). También
pueden estar presentes conservantes y otros aditivos, tales como, por ejemplo, antimicrobianos, antioxidantes,
agentes quelantes, gases inertes y similares.

Como se usa en el presente documento, un "numero terapéuticamente eficaz de células" incluye, sin limitacion, las
siguientes e intervalos de cantidades: (i) de aproximadamente 1 x 102 a aproximadamente 1 x 108 células/kg de peso
corporal; (ii) de aproximadamente 1 x 103 a aproximadamente 1 x 107 células/kg de peso corporal; (iii) de
aproximadamente 1 x 10* a aproximadamente 1 x 108 células/kg de peso corporal; (iv) de aproximadamente 1 x 10* a
aproximadamente 1 x 10° células/kg de peso corporal; (v) de aproximadamente 1 x 10% a aproximadamente 1 x 108
células/kg de peso corporal; (vi) de aproximadamente 5 x 10* a aproximadamente 0,5 x 10° células/kg de peso corporal;
(vii) aproximadamente 1 x 103 células/kg de peso corporal; (viii) aproximadamente 1 x 10 células/kg de peso corporal;
(ix) aproximadamente 5 x 10* células/kg de peso corporal; (x) aproximadamente 1 x 10° células/kg de peso corporal;
(xi) aproximadamente 5 x 10° células/kg de peso corporal; (xii) aproximadamente 1 x 10° células/kg de peso corporal;
y (xiii) aproximadamente 1 x 107 células/kg de peso corporal. Los pesos corporales humanos previstos incluyen, sin
limitacion, aproximadamente 5 kg, 10 kg, 15 kg, 30 kg, 50 kg, aproximadamente 60 kg; aproximadamente 70 kg;
aproximadamente 80 kg, aproximadamente 90 kg; aproximadamente 100 kg, aproximadamente 120kg vy
aproximadamente 150 kg. Estos niumeros se basan en experimentos preclinicos en animales y en ensayos en seres
humanos y protocolos convencionales del trasplante de células madre hematopoyéticas CD34+. Las células
mononucleares (incluyendo células CD34+) habitualmente contienen entre 1:23000 a 1:300000 células CD34-
negativas.

Como se usa en el presente documento, "tratar" un sujeto afectado con un trastorno significa ralentizar, detener o
revertir la progresion del trastorno. En la realizacién preferida, tratar a un sujeto afectado con un trastorno significa
revertir la progresion del trastorno, idealmente hasta el punto de eliminar el propio trastorno. Como se usa en el
presente documento, mejorar un trastorno y mediar un trastorno son equivalentes. El tratamiento de la presente
invencién puede referirse también, o como alternativa, a administraciéon profilactica de dichas células. Una
administracion profilactica de este tipo podria relacionarse con la prevencion de cualquier trastorno médico dado, o la
prevencion del desarrollo de dicho trastorno, por lo que prevencién o profilaxis no debe interpretarse en sentido estricto
en todas las situaciones como prevencidn absoluta. La prevencion o profilaxis también puede referirse a una reduccion
del riesgo de que un sujeto desarrolle cualquier afeccion médica dada, preferentemente en un sujeto en riesgo de
dicha afeccién.

Normalmente, el término "inflamacién", como se usa en su sentido reconocido en la técnica se refiere a una respuesta
protectora localizada o sistémica provocada por lesion, infeccion o destruccion de tejidos que sirve para proteger al
sujeto de un agente perjudicial y al tejido lesionado. La inflamacion se caracteriza preferentemente por fenestracion
de la microvasculatura, filtracion de los elementos de la sangre a los espacios intersticiales y migracién de leucocitos
al tejido inflamado, que puede dar lugar a una secuencia incontrolada de dolor, calor, enrojecimiento, hinchazén y
pérdida de funcién.

La inflamacién puede clasificarse como aguda o crénica. La inflamacién aguda es la respuesta inicial del organismo a
un estimulo dafiino y se consigue mediante el movimiento aumentado de plasma y leucocitos (especialmente
granulocitos) desde la sangre a los tejidos lesionados. Una cascada de eventos bioquimicos se propaga y madura la
respuesta inflamatoria, implicando el sistema vascular local, el sistema inmunitario y diversas células dentro del tejido
lesionado. La inflamacién prolongada, conocida como inflamacién crénica, da lugar a un cambio progresivo en el tipo
de células presentes en el sitio de inflamacion y se caracteriza por destruccion y curacion simultanea del tejido desde
el proceso inflamatorio.

En algunas realizaciones de la invencion, las MSC como se describen en el presente documento migran hacia nichos
fisiolégicos afectados por una patologia, tales como zonas de inflamacioén, para conferir su efecto terapéutico, por
ejemplo, de una manera local.

Como se usa en el presente documento, "migracion celular" pretende indicar el movimiento de una célula hacia una
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sefial quimica o fisica particular. Las células con frecuencia migran en respuesta a sefiales externas especificas,
incluyendo sefiales quimicas y sefiales mecanicas. La quimiotaxis es un ejemplo de migracién celular respecto a la
respuesta a un estimulo quimico. Los ensayos de quimiotaxis in vitro tal como los ensayos en camara de Boyden
pueden usarse para determinar si se produce migracion celular en cualquier célula dada. Por ejemplo, las células de
interés pueden purificarse y analizarse. Los ensayos de quimiotaxis (por ejemplo, de acuerdo con Falk et al., 1980 J.
Immuno. Methods 33:239-247) pueden realizarse usando placas donde se ubica una sefial quimica particular con
respecto a las células de interés y después se recogen y analizan las células que han migrado. Por ejemplo, los
ensayos de camara de Boyden implican el uso de camaras aisladas por filtros, usadas como herramientas para la
determinacion precisa del comportamiento quimiotactico. El tipo pionero de estas camaras se construy6 por (Boyden
(1962) "The chemotactic effect of mixtures of antibody and antigen on polymorphonuclear leucocytes". J Exp Med 115
(3): 453). Las células moviles se ubican en la camara superior, mientras que se rellena un liquido que contiene la
sustancia de ensayo en la inferior. El tamario de las células moviles a investigar determina el tamario de poro del filtro;
es esencial elegir un diametro que permita la migracién activa. Para modelar las condiciones in vivo, varios protocolos
prefieren la cobertura del filtro con moléculas de matriz extracelular (colageno, elastina, etc.) La eficiencia de las
mediciones puede aumentarse mediante el desarrollo de camaras de multiples pocillos (por ejemplo, NeuroProbe),
donde se evallan 24, 96, 384 muestras en paralelo. La ventaja de esta variante es que se ensayan varios analogos
en condiciones idénticas.

Como alternativa, pueden obtenerse muestras tisulares de sujetos (por ejemplo, modelos de roedor) después del
trasplante de las células y ensayarse para la presencia de las células de interés en tipos tisulares particulares. Dichos
ensayos pueden ser de naturaleza molecular, que identifica células basadas en la secuencia de acido nucleico, o de
naturaleza histologica, que evalla células basandose en marcas fluorescentes después del marcaje del anticuerpo.
Dichos ensayos son particularmente utiles para evaluar el injerto de células trasplantadas. Los ensayos para injerto
también pueden proporcionar informacién sobre la migracion celular, ya que en algun grado el injerto depende de la
localizacién celular antes del injerto.

En algunas realizaciones de la invencion, las MSC como se describen en el presente documento se injertan en nichos
fisiolégicos afectados por una patologia, tales como zonas de inflamacién, para conferir su efecto terapéutico, por
ejemplo, de una manera local.

Como se usa en el presente documento, "injerto" se refiere al proceso de incorporacion de tejido o células injertadas
o trasplantadas en el organismo del hospedador. Injerto también puede referirse a la integracion de células
trasplantadas en tejido hospedador y su supervivencia y en algunas condiciones diferenciacion en estados de células
que no son madre.

Las técnicas para evaluar el injerto y, de este modo, en algun grado tanto la migraciéon como la biodistribucion de las
MSC, pueden abarcar métodos in vivo o ex vivo. Los ejemplos de métodos in vivo incluyen bioluminiscencia, por la
que las células se transducen para que expresar luciferasa y después pueden tomarse imagenes a través de su
metabolismo de luciferina que produce emision de luz; fluorescencia, por la que las células se ubican con un tinte
fluorescente o se transducen para que expresen un indicador fluorescente del que después pueden tomarse imagenes;
marcaje de radionuclidos, donde las células se cargan con radionuclidos y se localizan con centelleografia, tomografia
de emision de positrones (PET) o tomografia de emisién monofotonica (SPECT); e imagenes de resonancia magnética
(MRI), en la que las células cargadas con compuestos paramagnéticos (por ejemplo, nanoparticulas de 6xidos de
hierro) se rastrean con un analizador de MRI. Los métodos ex vivo para evaluar la biodistribucion incluyen PCR
cuantitativa, citometria de flujo y métodos histolégicos. Los métodos incluyen seguimiento de células marcadas de
forma fluorescente; hibridacion in situ, por ejemplo, para cromosomas Y y para secuencias ALU especificas humanas;
y tincién histoquimica para proteinas especificas de especie o introducidas genéticamente tales como -gatactosidasa
bacteriana. Estos métodos inmunohistoquimicos son utiles para discernir la ubicacién del injerto, pero necesitan la
escision de tejido. Para una revision adicional de estos métodos y su aplicacién, véase Kean et al., MSCs: Delivery
Routes and Engraftment, Cell-Targeting Strategies, and Immune Modulation, Stem Cells International, volumen 2013
(2013).

Las células progenitoras o multipotentes, tales como las células mesenquimatosas de la presente invencion, por lo
tanto, pueden describirse como vehiculos de suministro de proteinas, que posibilitan esencialmente la ubicacion y la
expresion de productos génicos terapéuticos en particular tejidos o regiones del organismo del sujeto. Dichas células
terapéuticas ofrecen el potencial de proporcionar tratamientos celulares para enfermedades que son resistentes a
otros tratamientos. Para cada tipo de célula terapéutica, el objetivo final es el mismo: la célula debe expresar un
repertorio especifico de genes, preferentemente acidos nucleicos exdégenos que codifican productos génicos
terapéuticos, modificando de este modo la identidad celular para expresar dicho producto génico y proporcionar un
efecto terapéutico, tal como un efecto antiinflamatorio. Las células de la invencion, cuando se expanden in vitro,
representan poblaciones heterogéneas que incluyen multiples generaciones de descendencia celular
mesenquimatosa (estromal), que carecen de la expresion de la mayoria de marcadores de diferenciacion como CD34.
Estas poblaciones pueden haber retenido un potencial de proliferacion limitado y sensibilidad para diferenciacion
terminal y maduracion a lo largo de los linajes mesenquimatoso y no mesenquimatoso.

Como se usa en el presente documento, la expresion "biobomba" o "fabrica de farmacos" describe preferentemente
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la funcién de las Klotho-MSC como una fuente de produccion continua de Klotho. Mediante la administracion de Klotho-
MSC a un sujeto pueden proporcionarse niveles particularmente estables de Klotho. En este sentido la biobomba, es
decir, las Klotho-MSC, permite un suministro continuo que mantiene los niveles de Klotho en un estado particular, por
ejemplo, puede compensar por las pérdidas de Klotho por ejemplo debido a la degeneracién de la proteina.

Como se usa en el presente documento, "expresién inducible" o "expresién condicionada" se refiere a un estado,
multiples estados o sistema de expresién génica, en el que el gen de interés, tal como el transgén terapéutico,
preferentemente no se expresa, o en algunas realizaciones se expresa a niveles insignificantes o relativamente bajos,
salvo que haya presencia de una o mas moléculas (un inductor) u otro conjunto de condiciones en la célula que permita
la expresion génica. Los promotores inducibles pueden referirse a promotores de origen natural que se expresan a un
nivel relativamente mayor en condiciones bioldgicas particulares, o a otros promotores sintéticos que comprenden
cualquier elemento inducible dado. Los promotores inducibles pueden referirse a los inducidos por entornos tisulares
0 microentornos particulares o combinaciones de sefiales bioldgicas presentes en entornos tisulares o microentornos
particulares o a promotores inducidos por factores externos, por ejemplo, mediante la administracién de una molécula
farmacéutica pequefia u otra sefial aplicada de forma externa.

Como se usa en el presente documento, en "proximidad con" un tejido incluye, por ejemplo, en 5 mm, en 1 mm del
tejido, en 0,5 mm del tejido y en 0,25 mm del tejido.

Dado que las células madre pueden mostrar una migracion selectiva a diferentes microentornos tisulares en escenarios
normales asi como de enfermedad, el uso de promotores especificos de tejido ligados a la ruta de diferenciacion
iniciada en la célula madre reclutada esta abarcado en la presente invencion y en teoria podria usarse para dirigir la
expresion selectiva de genes terapéuticos Unicamente en un contexto bioldgico definido. Las células madre que se
reclutan a otros nichos tisulares, pero no experimentan el mismo programa de diferenciacién, no deben expresar el
gen terapéutico. Esta estrategia permite un grado significativo de control potencial de la expresién selectiva del gen
terapéutico dentro de un microentorno definido y se ha aplicado satisfactoriamente para regular la expresioén génica
terapéutica durante neovascularizacién. Se divulgan estrategias potenciales para dichas modificaciones génicas en el
documento WO 2008/150368 y el documento WO 2010/119039.

Como se usa en el presente documento, una proteina "secretada" se refiere preferentemente a aquellas proteinas
capaces de dirigirse al reticulo endoplasmico, las vesiculas secretoras o el espacio extracelular como resultado de
una secuencia sefal, asi como aquellas proteinas liberadas en el espacio extracelular sin contener necesariamente
una secuencia sefial. Si la proteina secretada se libera en el espacio extracelular, la proteina secretada puede
experimentar un procesamiento extracelular. La liberacion en el espacio extracelular puede producirse
preferentemente mediante muchos mecanismos, incluyendo la exocitosis y la escision proteolitica.

Como se usa en el presente documento, "acido nucleico” significa cualquier molécula de acido nucleico, incluyendo,
sin limitacién, ADN, ARN e hibridos o variantes modificadas de los mismos. Un "acido nucleico exégeno" o "elemento
genético exdgeno” se refiere a cualquier acido nucleico introducido en la célula, que no es un componente del genoma
"original" o "natural" de las células. Los acidos nucleicos exdgenos pueden integrarse o no integrarse, o se refieren a
acidos nucleicos transfectados de forma estable.

En el presente documento se desvela cualquier método de entrega de genes dado y preferentemente se refiere a
vectores viricos o0 no viricos, asi como métodos bioquimicos o quimicos de transfeccion. Los métodos pueden producir
expresion génica estable o transitoria en el sistema usado.

Los virus modificados genéticamente se han aplicado ampliamente para el suministro de genes en células madre. Los
vectores viricos preferidos para la modificacion genética de las MSC que se describen en el presente documento se
refieren a vectores retroviricos, en particular a vectores retroviricos gamma. Los retrovirus gamma (a veces
mencionados como retrovirus de tipo C de mamifero) es un género hermano al clado de lentivirus, y es un miembro
de la subfamilia Orthoretrovirinae de la familia de retrovirus. El virus de la leucemia murina (MLV o MuLV), el virus de
la leucemia felina (FeLV), el virus relacionado con el virus de la leucemia murina xenotropica (XMRV) y el virus de la
leucemia del simio gibén (GALV) son miembros del género de retrovirus gamma. Un experto en la materia es
consciente de las técnicas requeridas para la utilizaciéon de retrovirus gamma en modificacion genética de MSC. Por
ejemplo, pueden emplearse los vectores descritos por Maetzig et al (Gammaretroviral vectors: biology, technology and
application, 2001, Viruses Junio; 3 (6): 677-713) o vectores similares. Por ejemplo, el virus de la leucemia murina
(MLV), un retrovirus gamma simple, puede convertirse en un vehiculo eficaz de agentes terapéuticos genéticos en el
contexto de la creacion de MSC modificadas por retrovirus gamma y la expresién de un transgén terapéutico a partir
de dichas MSC después del suministro a un sujeto.

Los virus modificados genéticamente se han aplicado ampliamente para el suministro de genes en células madre.
Pueden aplicarse adenovirus, o virus de ARN tales como lentivirus, u otros retrovirus. Los adenovirus se han usado
para generar una serie de vectores para ingenieria celular por transferencia génica. La generacion inicial de vectores
de adenovirus se produjo suprimiendo el gen El (requerido para la replicacion virica) generando un vector con una
capacidad de clonacion de 4 kb. Una supresién adicional de E3 (responsable de la respuesta inmunitaria del
hospedador) permitié una capacidad de clonacién de 8 kb. Se han producido generaciones adicionales que abarcan
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eliminaciones de E2 y/o E4. Los lentivirus son miembros de la familia Retroviridae de virus (M. Scherr et al., Gene
transfer into hematopoietic stem cells using lentiviral vectors. Curr Gene Ther. Febrero de 2002; 2 (1): 45-55). Los
vectores lentiviricos se generan por eliminacion de la secuencia virica completa con la excepcion de las LTR y las
sefiales de empaquetado de accidén en cis. Los vectores resultantes tienen una capacidad de clonacién de
aproximadamente 8 kb. Una caracteristica distintiva de estos vectores respecto a los vectores retroviricos es su
capacidad de transducir células en division y células que no estan en division, asi como células diferenciadas de forma
terminal.

También pueden emplearse métodos no viricos, tales como estrategias alternativas que incluyen transferencia
convencional de plasmidos y la aplicacion de integraciéon génica dirigida mediante el uso de tecnologias de integrasa
o transposasa. Estas representan estrategias para la transformacién con vectores que tienen la ventaja de ser eficaces,
y con frecuencia especificas de sitio en su integracion. Los métodos fisicos para introducir vectores en células son
conocidos para los expertos en la materia. Un ejemplo se refiere a electroporacion, que se basa en el uso de pulsos
eléctricos breves, de alto voltaje que crean poros transitorios en la membrana al superar su capacitancia. Una ventaja
de este método es que puede utilizarse para expresién génica tanto estable como transitoria en la mayoria de tipos
celulares. Métodos alternativos se refieren al uso de liposomas o dominios de transducciéon de proteinas. Los métodos
apropiados son conocidos para los expertos en la materia y no se entienden como realizaciones limitantes de la
presente invencion.

El cancer comprende un grupo de enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del cuerpo y es provocado por
un crecimiento y una proliferacion celulares anormales. Estas células en proliferacion tienen el potencial de invadir el
tejido circundante y/o extenderse a otras partes del cuerpo donde forman metastasis. A nivel mundial, hubo 14 millones
de casos nuevos de cancer y 8,2 millones de muertes relacionadas con el cancer en 2012 (World Cancer Report 2014).
La mayoria de los cénceres son provocados por sefiales ambientales relacionadas con el consumo de tabaco, la
obesidad y las infecciones, entre otros, mientras que aproximadamente el 5-10 % son casos genéticos. Los canceres
pueden clasificarse en subcategorias de acuerdo con la célula de origen. Las subcategorias mas comunes son
carcinomas de células epiteliales, sarcomas de tejido conectivo y linfomas y leucemias de células hematopoyéticas.
El cancer se asocia a una gran diversidad de sintomas locales y sistémicos y en muchos casos no puede curarse. En
vista del alto niUmero de nuevos pacientes con cancer y de muertes relacionadas con el cancer, se requieren nuevas
estrategias de tratamiento.

El cancer de acuerdo con la presente invencion se refiere a todos los tipos de cancer o neoplasias o tumores malignos
que se encuentran en mamiferos, incluyendo leucemias, sarcomas, melanomas y carcinomas. Son ejemplos de
canceres el cancer de mama, pancreas, colon, pulmén, no microcitico de pulmén, ovario y prostata.

Las leucemias incluyen, pero no se limitan a, leucemia no linfocitica aguda, leucemia linfocitica cronica, leucemia
granulocitica aguda, leucemia granulocitica cronica, leucemia promielocitica aguda, leucemia/linfoma de linfocitos T
del adulto, leucemia aleucémica, leucemia leucocitémica, leucemia basdfila, leucemia de citoblastos, leucemia bovina,
leucemia mielocitica cronica, leucemia cutis, leucemia embrionaria, leucemia eosindfila, leucemia de Gross, leucemia
de células pilosas, leucemia hemoblastica, leucemia hemocitoblastica, leucemia histiocitica, leucemia blastocitica,
leucemia monocitica aguda, leucemia leucopénica, leucemia linfatica, leucemia linfoblastica, leucemia linfocitica,
leucemia linfégena, leucemia linfoide, leucemia de células de linfosarcoma, leucemia de mastocitos, leucemia
megacariocitica, leucemia micromieloblastica, leucemia monocitica, leucemia mieloblastica, leucemia mielocitica,
leucemia mieloide granulocitica, leucemia mielomonocitica, leucemia de Naegeli, leucemia de células plasmaticas,
leucemia plasmacitica, leucemia promielocitica, leucemia de células de Rieder, leucemia de Schilling, leucemia
blastocitica, leucemia subleucémica y leucemia celular indiferenciada.

Los sarcomas incluyen, pero no se limitan a un condrosarcoma, fibrosarcoma, linfosarcoma, melanosarcoma,
mixosarcoma, osteosarcoma, sarcoma de Abernethy, sarcoma adiposo, liposarcoma, sarcoma alveolar de las partes
blandas, sarcoma ameloblastico, sarcoma botrioide, sarcoma cloroma, carcinoma coriénico, sarcoma embrionario,
sarcoma de tumor de Wilms, sarcoma endometrial, sarcoma estromal, sarcoma de Ewing, sarcoma fascial, sarcoma
fibroblastico, sarcoma de células gigantes, sarcoma granulocitico, sarcoma de Hodgkin, sarcoma hemorragico
pigmentado multiple idiopatico, sarcoma inmunoblastico de linfocitos B, linfoma, sarcoma inmunoblastico de linfocitos
T, sarcoma de Jensen, sarcoma de Kaposi, sarcoma de células de Kupffer, angiosarcoma, leucosarcoma, sarcoma
mesenquimoma maligno, sarcoma parosteal, sarcoma reticulocitico, sarcoma de Rous, sarcoma cerocistico, sarcoma
sinovial y sarcoma telangiectasico.

Los melanomas incluyen, pero no se limitan a incluir, por ejemplo, melanoma acral-lentiginoso, melanoma
amelanocitico, melanoma juvenil benigno, melanoma de Cloudman, melanoma S91, melanoma de Harding-Passey,
melanoma juvenil, léntigo, melanoma maligno, melanoma maligno, melanoma nodular, melanoma subungueal y
melanoma de propagacion superficial.

Los carcinomas incluyen, pero no se limitan a carcinoma acinar, carcinoma acinoso, carcinoma adenocistico,
carcinoma adenoideo quistico, carcinoma adenomatoso, carcinoma de corteza adrenal, carcinoma alveolar, carcinoma
de células alveolares, carcinoma de células basales, carcinoma basocelular, carcinoma basaloide, carcinoma de
células basoescamosas, carcinoma bronquioalveolar, carcinoma bronquiolar, carcinoma broncogénico, carcinoma
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cerebriforme, carcinoma colangiocelular, carcinoma coriénico, carcinoma coloidal, comedocarcinoma, carcinoma
endomeétrico, carcinoma cribiforme, carcinoma en coraza, carcinoma cutaneo, carcinoma cilindrico, carcinoma de
células cilindricas, carcinoma ductal, carcinoma duro, carcinoma embrionario, carcinoma encefaloide, carcinoma
epidermoide, carcinoma epitelial adenoide, carcinoma exofitico, carcinoma ulcerado, carcinoma fibroso, carcinoma
gelatiniforme, carcinoma gelatinoso, carcinoma de células gigantes, carcinoma de células gigantes, carcinoma
glandular, carcinoma de células granulosas, carcinoma de matriz pilosa, carcinoma hematoide, carcinoma
hepatocelular, carcinoma de células de Hurthle, carcinoma hialino, carcinoma hipernefroide, carcinoma embrionario
infantil, carcinoma in situ, carcinoma intraepidérmico, carcinoma intraepitelial, carcinoma de Krompecher, carcinoma
de células Kulchitzky, carcinoma de células grandes, carcinoma lenticular, carcinoma lenticular, carcinoma lipomatoso,
carcinoma linfoepitelial, carcinoma medular, carcinoma medular, carcinoma melanético, carcinoma molle, carcinoma
Mucinoso, carcinoma mucoso, carcinoma mucocelular, carcinoma mucoepidermoide, carcinoma mucoso, carcinoma
mucoso, carcinoma mixomatodes, carcinoma nasofaringeo, carcinoma de células en avena, carcinoma osificante,
carcinoma osteoide, carcinoma papilar, carcinoma periportal, carcinoma preinvasivo, carcinoma de células espinosas,
carcinoma pultaceo, carcinoma de células renales del rifidon, carcinoma de células de reserva, carcinoma
sarcomatoides, carcinoma schneideriano, carcinoma escirroso, carcinoma de escroto, carcinoma de células en anillo
de sello, carcinoma simple, carcinoma microcitico, carcinoma solanoide, carcinoma de células esferoideas, carcinoma
de células en husillo, carcinoma de células fusiformes, carcinoma escamoso, carcinoma de células escamosas,
carcinoma ganglionar, carcinoma telangiectasico, carcinoma telangiectodes, carcinoma de células transicionales,
carcinoma tuberoso, carcinoma tuberoso, carcinoma verrugoso y carcinoma velloso.

Los canceres adicionales incluyen, pero no se limitan a la enfermedad de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, mieloma
multiple, neuroblastoma, cancer de mama, cancer de ovario, cancer de pulmén, rabdomiosarcoma, trombocitosis
primaria, macroglobulinemia primaria, tumores de pulmén microciticos, tumores cerebrales primarios, cancer de
estdmago, cancer de colon, insulinoma pancreatico maligno, carcinoma maligno, cancer de vejiga urinaria, lesiones
cutaneas precancerosas, cancer de testiculo, linfomas, cancer de tiroides, cancer de eso6fago, cancer del tracto
genitourinario, hipercalcemia maligna, cancer de cuello uterino, cancer de endometrio, cancer cortical suprarrenal y
cancer de prostata.

La fibrosis es el punto final de muchas enfermedades inflamatorias crénicas y se define por una acumulacién anormal
de componentes de la matriz extracelular. El término fibrosis designa el aumento de tejido conectivo fibroso y material
que incluye colageno y otras proteinas de la matriz extracelular en el parénquima de los érganos. Esto puede ocurrir
en multiples érganos en respuesta a la estimulacion externa como lesién, infeccién, inflamacion. La fibrosis puede
cambiar la arquitectura y la funcion del tejido afectado, lo que puede interferir con la funcion del 6rgano vy, por tanto,
provocar patologia e incluso insuficiencia organica. Los ejemplos de fibrosis incluyen fibrosis pulmonar, cirrosis
hepatica, fibrosis miocardica y renal, entre otros. Se necesitan nuevas opciones de tratamiento para este grupo de
enfermedades para mejorar la condicion de los pacientes afectados. La fibrosis de 6rganos de acuerdo con la presente
invencion se refiere, pero no se limita a, a una o mas de entre fibrosis pulmonar idiopatica, fibrosis endomiocardica,
infarto de miocardio antiguo, fibrosis auricular, fibrosis mediastinal, mielofibrosis de la médula ésea, fibrosis
retroperitoneal, fibrosis masiva progresiva del pulmon, fibrosis sistémica nefrogénica de la piel, enfermedad de Crohn,
queloide, esclerodermia/esclerosis sistémica, artrofibrosis, enfermedad de Peyronie, contractura de Dupuytren o
capsulitis adhesiva.

A pesar de su lenta progresion, conduce a un mal funcionamiento de los 6rganos. La fibrosis puede afectar a casi
cualquier tejido. Uno de los principales agentes moleculares que inducen la fibrosis es el TGF-1, principalmente
sintetizado por los linfocitos T durante el proceso de curacion. El TGF-B1 se secreta en una forma latente asociado a
LAP (péptido asociado a latencia). LAP se escinde para permitir la activaciéon de TGF-B1 que puede unirse a sus
receptores TGF-BR1 (receptor del factor de crecimiento transformante 1) y TGF-BR2. Por tanto, existe un gran grupo
de TGF-B1 inactivos en el entorno extracelular. Diversos agentes pueden inducir la activacién de TGF-31: Las MMP,
las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ROS y RNS), las citocinas u otros estimulos tales como la radiacion
ionizante. La union de TGF-B1 a sus receptores activa la via de sefializacion de Smad (homdlogo de "madre contra
decapentapléjico” pequena) que induce la transcripcidon de diversos genes, incluyendo los genes que codifican
miembros de la matriz extracelular (colagenos en su mayoria). También activa la diferenciacion de fibrocitos hacia
fibroblastos funcionales (Benoit et al., Break-through Stem Cells International 2014, ID de articulo 340257, 26 paginas).

La expresion insuficiencia renal describe una afeccién médica en la que el rifidn no funciona adecuadamente para
cumplir con sus funciones fisiolégicas. Las dos formas principales son la enfermedad renal cronica y la lesion renal
aguda. La lesion renal aguda se define por una pérdida rapida de la funcién renal en menos de 3 meses. La enfermedad
renal cronica es una enfermedad progresiva asociada a la pérdida gradual de la funcion renal durante un periodo de
varios meses a afios que conduce a la insuficiencia organica. Se estima que en los EE.UU., el 16,8 % de los adultos
mayores de 20 afos se vieron afectados entre 1999 y 2004. Las 3 causas principales de enfermedad renal cronica
son la diabetes, la hipertensién y la glomerulonefritis. No se ha demostrado que ningun tratamiento especifico reduzca
la velocidad de la enfermedad renal crénica y los pacientes en etapa tardia son tratados con una terapia de reemplazo
renal costosa que implica dialisis y trasplante. De forma similar, la lesién renal aguda con frecuencia requiere terapia
de reemplazo renal. Por tanto, se necesitan estrategias de tratamiento alternativas para curar o retrasar la progresién
de la lesién renal aguda y la enfermedad renal crénica.
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La insuficiencia renal de acuerdo con la presente invencion se refiere, pero no se limita a, a una o mas de, lesion renal
aguda, enfermedad renal cronica o insuficiencia renal aguda sobre cronica.

En individuos de edad avanzada, la funcién de casi todos los érganos del cuerpo esta en disminucion debido a cambios
relacionados con la edad también en ausencia de patologia. Estos cambios pueden deberse a una diversidad de
razones incluyendo la pérdida de la funcion celular especifica del drgano o las células especificas del 6rgano. Por otro
lado, la disminucién de la funciéon de un érgano puede afectar a la funcién de otros érganos del cuerpo. Los cambios
relacionados con la edad en los 6érganos hacen que las personas mayores sean menos capaces de soportar el estrés
y los estimulos externos, tales como la actividad fisica, el tratamiento farmacoldgico, las infecciones y los cambios de
temperatura, entre muchos otros. Si el proceso de envejecimiento de los diversos sistemas de 6rganos del cuerpo
pudiera ralentizarse, esto aumentaria la calidad de vida de las personas mayores y beneficiaria a la sociedad en su
conjunto.

Los cambios relacionados con la edad de los 6rganos y los sistemas de 6rganos de acuerdo con la presente
divulgacion se refieren, pero no se limita a, a uno o mas de los cambios relacionados con la edad de los huesos,
articulaciones, oidos, musculos, grasa corporal, los ojos, boca, nariz, piel, cerebro, sistema nervioso, médula espinal,
corazon, vasos sanguineos, pulmoén, intestino, estdbmago, colon, eséfago, rifidn, tracto urinario, rganos reproductivos,
mamas, sistema endocrino, médula 6sea y sistema inmunitario.

Por tanto, las MSC de la presente invencion pueden usarse como un agente antienvejecimiento, por ejemplo, en el
tratamiento del envejecimiento, por ejemplo, el envejecimiento relacionado con la senescencia. "Envejecimiento
relacionado con la senescencia" se refiere a la senescencia, que generalmente significa "envejecer" o
"envejecimiento”. El envejecimiento bioldgico es el proceso de cambios acumulativos en la estructura molecular y
celular que interrumpe el metabolismo con el paso del tiempo, lo que da como resultado deterioro y muerte. La
senescencia ocurre tanto a nivel de todo el organismo (senescencia organica) como a nivel de sus células individuales
(senescencia celular). El tratamiento de la senescencia (antienvejecimiento) es un aspecto de la presente divulgacion.
El tratamiento del envejecimiento, o el tratamiento de la senescencia, se relaciona en algunos aspectos con el
enlentecimiento, la reversion y/o la inhibicidn del proceso de envejecimiento.

Durante el envejecimiento, la incidencia de afecciones agudas y croénicas, tales como trastornos neurolégicos,
diabetes, artritis degenerativa e incluso cancer, aumenta en los individuos, por lo que el envejecimiento se ha
denominado el sustrato en el que crecen las enfermedades asociadas a la edad. Por tanto, la divulgacioén se refiere a
métodos profilacticos para prevenir enfermedades asociadas al envejecimiento.

Las vias moleculares subyacentes al envejecimiento no se comprenden bien, ya que se observa una gran
heterogeneidad individual del proceso de envejecimiento bioldgico. Se propone que estas diferencias interindividuales
derivan de la acumulacion de dafio estocastico que se contrarresta mediante sistemas de reparacién genéticamente
codificados y regulados ambientalmente. A nivel de moléculas, la reparacion trabaja mediante sistemas enzimaticos,
mientras que a nivel celular trabaja mediante replicacién y diferenciacién para mantener la homeostasis tisular. Sin
embargo, el potencial replicativo de las células madre somaticas y adultas se ve limitado por la senescencia celular y
las pruebas recientes muestran que contrarrestar la senescencia o retirar las células senescentes retrasa la aparicion
de patologias asociadas a la edad. Por tanto, la presente divulgacion proporciona medios para el tratamiento y/o la
prevencion y/o la reduccion del riesgo de envejecimiento como tal, ademas de afecciones médicas relacionadas con
la edad.

El término arterioesclerosis describe el engrosamiento patolégico, el endurecimiento y la pérdida de elasticidad de las
paredes arteriales que pueden conducir a la estenosis y al posterior suministro insuficiente de sangre de los tejidos
corriente abajo dando como resultado isquemia. Este proceso con frecuencia se asocia a calcificacién de la pared
arterial. Existen diferentes tipos de arterioesclerosis que afectan a diferentes ubicaciones anatomicas y tienen
diferentes etiologias. La ateroesclerosis es un tipo especifico de arterioesclerosis, que se define por la acumulacién
de glébulos blancos en la pared arterial y la formacion de placas ateromatosas. La ateroesclerosis es una enfermedad
cronica que puede permanecer asintomatica durante periodos de tiempo prolongados hasta que se produce una
estenosis de la luz de la arteria afectada. Adicionalmente, las rupturas de las lesiones ateroscleréticas pueden conducir
a la formacién de trombos y al consiguiente tromboembolismo, lo que puede conducir a infarto/necrosis de tejidos en
todas las partes del cuerpo. Son ejemplos drasticos de dichos eventos el infarto de miocardio y el ictus, estos efectos
posteriores de la ateroesclerosis representan la causa mas comun de muerte en los paises industrializados vy, por
tanto, se necesitan urgentemente mejores estrategias de tratamiento. La arterioesclerosis de acuerdo con la presente
invencién se refiere, pero no se limita a, a una o mas de, ateroesclerosis, arterioesclerosis obliterante y
arterioesclerosis de Monckeberg.

Las expresiones trastornos circulatorios, enfermedad cardiovascular, afecciones de las arterias o vasos sanguineos
y/o enfermedades o afecciones obstructivas u oclusivas isquémicas se refieren a estados del tejido vascular donde el
flujo sanguineo esta, o puede llegar a estar, afectado o alterado con respecto a los niveles normales. Muchas
afecciones patologicas pueden conducir a enfermedades vasculares que se asocian a alteraciones en la condicién
vascular normal de los tejidos y/o sistemas afectados. Los ejemplos de afecciones vasculares o enfermedades
vasculares a las que se aplican los métodos de la invencién son aquellas en las que la vasculatura del tejido o sistema
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afectado es senescente o esta alterada de alguna otra forma de manera que el flujo sanguineo al tejido o sistema se
reduce o esta en peligro de verse reducido o aumentado por encima de los niveles normales. Se refiere a cualquier
trastorno en cualquiera de las diversas partes del sistema cardiovascular, que consiste en el corazén y todos los vasos
sanguineos que se encuentran en todo el cuerpo. Las enfermedades del corazén pueden incluir la arteriopatia
coronaria, CC, cardiomiopatia, cardiopatia valvular, enfermedad pericardica, cardiopatia congénita (por ejemplo,
estrechamiento aodrtico, defectos septales auriculares o ventriculares) e insuficiencia cardiaca. Las enfermedades de
los vasos sanguineos pueden incluir arterioesclerosis, ateroesclerosis, hipertension, ictus, demencia vascular,
aneurisma, enfermedad de las arterias periféricas, claudicacion intermitente, vasculitis, incompetencia venosa,
trombosis venosa, venas varicosas y linfedema.

Fue un aspecto sorprendente de la presente invenciéon que las MSC que se describen en el presente documento se
localizasen in vivo en areas de ateroesclerosis después de la administracién sistémica. Las MSC se produjeron en un
transgén localizado de manera suficiente para proporcionar un efecto terapéutico sin expresion sistémica y no
controlada no deseada de dicho transgén.

Enfermedad neurodegenerativa o neurodegeneracion es una expresion para afecciones médicas en las que se
produce la pérdida progresiva de estructura o funcién de las neuronas, incluyendo la muerte de las neuronas. Muchas
enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la ELA, el Parkinson, la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de
Huntington, se producen como resultado de procesos neurodegenerativos. Dichas enfermedades habitualmente se
consideran incurables, dando como resultado una degeneracion progresiva y/o la muerte de las células neuronales.
Hay presente una serie de similitudes en las caracteristicas de estas enfermedades, vinculando estas enfermedades
a nivel subcelular. Algunos de los paralelismos entre los diferentes trastornos neurodegenerativos incluyen el
ensamblaje de proteinas atipicas, asi como la muerte celular inducida.

La demencia es un grupo de enfermedades cerebrales que provocan una disminucion gradual de las funciones
cognitivas. La mayoria de estas enfermedades son enfermedades neurodegenerativas cronicas y se asocian a
sintomas neuroconductuales y/o neuropsiquiatricos que incapacitan a los pacientes para realizar independientemente
actividades de la vida diaria. La enfermedad de Alzheimer es la forma mas comun de demencia con 25 millones de
personas afectadas en todo el mundo en el afio 2000. Se espera que este nimero aumente a 114 millones de casos
en 2050, a menos que surjan enfoques terapéuticos preventivos o neuroprotectores.

La demencia de acuerdo con la presente invencion se refiere, pero no se limita a, a una o mas de, enfermedad de
Alzheimer, demencia vascular, demencia post ictus, demencia con cuerpos de Lewy, demencia frontotemporal,
enfermedad de Huntington y enfermedad de Creutzfeldt-Jakob.

La disfuncion eréctil es un trastorno multifactorial asociado al envejecimiento y a una diversidad de afecciones
organicas y psicogenas, incluyendo hipertension, hipercolesterolemia, diabetes mellitus, enfermedad cardiovascular y
depresion. Se cree que el 6xido nitrico (NO) es un importante neurotransmisor vasoactivo y mediador quimico de la
ereccion del pene. La bioactividad de NO deteriorada es un mecanismo patdgeno de la disfuncion eréctil. La eficacia
de los inhibidores de PDE-5 en el tratamiento de la disfuncion eréctil sirve para ilustrar la importancia de la regulacion
de NO en la funcién eréctil, puesto que estos agentes contrarrestan la degradacién de la GMPc generada por NO. Sin
embargo, no todos los pacientes responden a los inhibidores de la PDE-5, de manera que se requieren terapias
adicionales (Burnett AL, J Clin Hypertens, diciembre de 2006; 8 (12 Supl. 4): 53-62).

La diabetes mellitus es un grupo de enfermedades metabdlicas crénicas que se asocian a altos niveles de azucar en
sangre durante periodos de tiempo prolongados, lo que puede conducir a complicaciones graves que incluyen
enfermedades cardiovasculares, ictus, insuficiencia renal, Ulceras en los pies y ojos dafiados. Los dos subtipos
principales son diabetes mellitus de tipo 1 y de tipo 2. La diabetes mellitus de tipo 1 se caracteriza por la pérdida de
células productoras de insulina en el pancreas. Representa aproximadamente el 10 % de los casos de diabetes en los
EE.UU. y Europa, afecta principalmente a nifios y con frecuencia se asocia a patologias autoinmunitarias. La diabetes
mellitus de tipo 2 se caracteriza por resistencia a la insulina. La diabetes mellitus representa un problema de salud
masivo con mas de 350 millones de personas afectadas en 2013 en todo el mundo.

La diabetes mellitus de acuerdo con la presente invencién se refiere, pero no se limita a, a una o0 mas de, diabetes
mellitus de tipo 1, diabetes mellitus de tipo 2, diabetes gestacional y diabetes autoinmunitaria latente de adultos.

Las enfermedades autoinmunitarias son un grupo de enfermedades provocadas por una respuesta inmunitaria
anormal del cuerpo contra moléculas o células especificas que normalmente estan presentes en el cuerpo y, por tanto,
deberian ser toleradas por el sistema inmunitario en condiciones fisioldgicas. La reaccion patologica del sistema
inmunitario del cuerpo contra sus propios componentes puede conducir a afecciones fisicas graves. Una gran cantidad
de enfermedades se han identificado como provocadas por reacciones autoinmunitarias y se sospecha que muchas
patologias de etiologia poco clara tienen componentes autoinmunitarios y, por tanto, se denominan enfermedades
relacionadas con la autoinmunidad. Por tanto, se necesita con urgencia el desarrollo de estrategias de tratamiento
eficaces y especificas para este grupo de enfermedades.

Las enfermedades autoinmunitarias y las enfermedades relacionadas con la autoinmunidad de acuerdo con la
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presente invencion se refieren, pero no se limita a, a una o mas de, encefalomielitis diseminada aguda, leucoencefalitis
hemorragica necrotizante aguda, enfermedad de Addison, agammaglobulinemia, alopecia areata, amiloidosis,
espondilitis anquilosante, nefritis anti-GBM/anti-TBM, sindrome antifosfolipido (APS), angioedema autoinmunitario,
anemia aplasica autoinmunitaria, disautonomia autoinmunitaria, hepatitis autoinmunitaria, hiperlipidemia
autoinmunitaria, inmunodeficiencia autoinmunitaria, enfermedad autoinmunitaria del oido interno, miocarditis
autoinmunitaria, ooforitis autoinmunitaria, pancreatitis autoinmunitaria, retinopatia autoinmunitaria, puarpura
trombocitopénica autoinmunitaria, enfermedad tiroidea autoinmunitaria, urticaria autoinmunitaria, neuropatias
axonicas y neuronales, enfermedad de balo, enfermedad de Behget, pénfigo ampolloso, cardiomiopatia, enfermedad
de Castleman, enfermedad celiaca, enfermedad de Chagas, polineuropatia desmielinizante inflamatoria croénica,
osteomielitis cronica recurrente multifocal, sindrome de Churg-Strauss, penfigoide cicatricial/penfigoide benigno de las
mucosas, enfermedad de Crohn, sindrome de Cogan, enfermedad de las aglutininas frias, bloqueo cardiaco congénito,
miocarditis coxsackie, enfermedad de CREST, crioglobulinemia mixta esencial, neuropatias desmielinizantes,
dermatitis herpetiforme, dermatomiositis, enfermedad de Devic (neuromielitis éptica), lupus discoide, sindrome de
Dressler, endometriosis, esofagitis eosindfila, fascitis eosinofilica, eritema nudoso, encefalomielitis alérgica
experimental, sindrome de Evans, alveolitis fibrosante, arteritis de células gigantes, miocarditis de células gigantes,
glomerulonefritis, sindrome de Goodpasture, granulomatosis de Wegener, enfermedad de Graves, sindrome de
Guillain-Barré, encefalitis de Hashimoto, tiroiditis de Hashimoto, anemia hemolitica, purpura de Henoch-Schénlein,
herpes gestacional, hipogammaglobulinemia, purpura trombocitopénica idiopatica, nefropatia por IgA, enfermedad
esclerosante relacionada con IgG4, miositis de cuerpos de inclusion, cistitis intersticial, artritis juvenil, diabetes juvenil
(diabetes de tipo 1), miositis juvenil, sindrome de Kawasaki, sindrome de Lambert-Eaton, vasculitis leucocitoclastica,
liquen plano, liquen escleroso, conjuntivitis lefiosa, enfermedad de IgA lineal (EAL), lupus (LES), enfermedad de Lyme
(croénica), enfermedad de Meniere, poliangeitis microscopica, enfermedad mixta del tejido conectivo, Ulcera de Mooren,
enfermedad de Mucha-Habermann, esclerosis multiple, miastenia grave, miositis, narcolepsia, neuromielitis optica,
neutropenia, penfigoide cicatricial ocular, neuritis 6ptica, reumatismo palindréomico, trastornos neuropsiquiatricos
autoinmunitarios pediatricos asociados a estreptococo, degeneracion cerebelosa paraneoplasica, hemoglobinuria
paroxistica nocturna, sindrome de Parry Romberg, sindrome de Parsonnage-Turner, pars planitis (uveitis periférica),
pénfigo, neuropatia periférica, encefalomielitis perivenosa, anemia perniciosa, sindrome POEMS, poliarteritis nodosa,
sindromes poliglandulares autoinmunitarios de tipo I, 1l y lll, polimialgia reumatica, polimiositis, sindrome postinfarto
de miocardio, sindrome postpericardiotomia, dermatitis por progesterona, cirrosis biliar primaria, colangitis
esclerosante primaria, psoriasis, artritis psoriasica, fibrosis pulmonar idiopatica, pioderma gangrenoso, Aplasia pura
de células rojas, fendmeno de Raynaud, artritis reactiva, distrofia simpatica refleja, sindrome de Reiter, policondritis
recidivante, sindrome de las piernas inquietas, fibrosis retroperitoneal, fiebre reumatica, artritis reumatoide,
sarcoidosis, Sindrome de Schmidt, escleritis, esclerodermia, sindrome de Sjogren, autoinmunidad del esperma y
testicular, sindrome de persona rigida, endocarditis bacteriana subaguda (EBS), sindrome de Susac, oftalmia del
simpatico, arteritis de Takayasu, arteritis temporal/arteritis de células gigantes, purpura tromobocitopénica, sindrome
de Tolosa-Hunt, mielitis transversa, diabetes de tipo 1, colitis ulcerosa, enfermedad indiferenciada del tejido conectivo,
uveitis, vasculitis, dermatosis vesiculobulosa, vitiligo o granulomatosis de Wegener.

En realizaciones preferidas, la enfermedad pulmonar se selecciona entre una enfermedad pulmonar inflamatoria o
restrictiva, una infeccién del tracto respiratorio, un tumor maligno o benigno del pulmén y/o una enfermedad o afeccion
vascular pulmonar.

Ejemplos

La invencioén se describe ademas por los siguientes ejemplos. Estos no pretenden limitar el alcance de la invencion.
Los ejemplos experimentales se relacionan con el desarrollo de tecnologia que permite la expresion de Klotho a partir
de MSC modificadas genéticamente. Los ejemplos se relacionan adicionalmente con ensayos en modelos adecuados
para someter a ensayo el tratamiento de diversas afecciones médicas.

En realizaciones preferidas, los ejemplos se refieren al desarrollo preclinico de un nuevo producto de terapia génica
que combina los multiples efectos beneficiosos de Klotho en el contexto de la patologia con las propiedades
inmunomoduladoras de las células madre mesenquimatosas (MSC) humanas primarias para el tratamiento de las
enfermedades mencionadas anteriormente.

Preparacion de células madre mesenquimatosas humanas:

Se aislan células humanas de médula 6sea por adherencia a plastico y se cultivan en medio de crecimiento, por
ejemplo, FBS que contiene DMEM como se describe por Pittinger, M.F. (2008) Mesenchymal stem cells from adult
bone marrow, En D.J. Prockop, D. G. Phinney, B.A. Bunnell, Methods in Molecular Biology 449, Mesenchymal stem
cells, Totowa: Humana Press). Se aislan células de raton de acuerdo con los métodos establecidos. Se conocen en
la técnica métodos para el aislamiento de MSC de ratones, por ejemplo, como se describe en Soleimani (Nat Protocol.
2009; 4 (1): 102-6) o Zhu (Nat Protoc. 2010; 5, 550-560).

Generacion de vectores para la expresion de Klotho:

Los casetes de expresién transgénica que comprenden un promotor y una region codificante (por ejemplo, ADNc) para
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la expresion del gen de Klotho humana (longitud completa o forma soluble) se construyen usando técnicas de clonacion
convencionales como se describen en Julia Lodge, Peter Lund, Steve Minchin (2007) Gene Cloning, Nueva York: Tylor
and Francis Group.

Los promotores evaluados durante la evaluacion se refieren a los promotores inducibles Tie2, RANTES o el promotor
HSP70, o los promotores constitutivos CMV o PGK.

En algunas realizaciones, el gen se fusiona con secuencias de marcadores (por ejemplo, proteinas/péptidos
marcadores como el marcador hemaglutinina o el marcador HIS) para permitir la deteccion facil de la expresion del
transgén de Klotho (Hinrik Garoff, 1985, Annual Review of Cell Biology, Vol. 1: 403-445). En particular, a continuacion
se describen ejemplos que han implementado la version de Klotho marcada con hemaglutinina para la deteccion de
la expresion de Klotho.

En algunos ejemplos, el péptido sefial del gen Klotho se reemplaza por otras secuencias sefial. Ademas, en algunos
ejemplos, pueden emplearse secuencias de genes que estén codificadas para permitir una traduccién potenciada. Los
ejemplos que incorporan secuencias empleadas de Klotho humana de acuerdo con la SEQ ID NO 2 o 3.

El transgén se inserta después en un sistema de vector adecuado (por ejemplo, vector lentivirico o gamma-retrovirico)
mediante técnicas de clonacién convencionales. Baum, por ejemplo, describe un vector adecuado (solicitud de Patente
EP 1757703 A2). El vector comprende preferentemente un segundo casete transgénico que consiste en un promotor,
una secuencia IRES y un gen marcador seleccionable (marcador de superficie celular o gen de resistencia, por
ejemplo, el gen pac para conferir resistencia a la puromicina) para permitir el enriquecimiento de células modificadas
genéticamente mas adelante en el proceso (David P. Clark, Nanette J. Pazdernik, 2009, Biotechnology: Applying the
Genetic Revolution, Londres: Elsevier).

Modificacion genética de las células madre mesenquimatosas:

La transduccion se realiza con modificaciones como se describen por Murray et al., 1999 Human Gene Therapy.
10(11): 1743-1752 y Davis et al., 2004 Biophysical Journal Volumen 86 1234-1242. En detalle:

se recubren placas de cultivo celular de 6 pocillos (por ejemplo, Corning) con poli-L-lisina (PLL) (por ejemplo, Sigma-
Aldrich, P4707-50ML): La solucion de PLL (0,01 %) se diluye a una concentracion final de entre el 0,0001 % y el
0,001 % con PBS. Se usan 2ml de PLL diluida para cada pocillo. La placa se incuba al menos durante 2 h a
temperatura ambiente. Después de la incubacion, las placas se lavan cuidadosamente con PBS.

Se afiade sobrenadante de vector virico en un volumen final de 2 ml a cada pocillo recubierto con PLL. El nimero de
particulas debe estar entre 2x10e3 y 1x10e6 por pocillo, Io que dara como resultado una multiplicidad de infeccion de
0,25 y 10. La placa cargada se centrifuga durante 2000x g, 30 min, 4 °C. Después el sobrenadante se desecha y se
siembran 1x10e5 células madre mesenquimatosas por pocillo. Las placas se incuban a 37 ° con CO2 al 5 % para su
uso posterior.

Analisis de la expresion transgénica en MSC:
Citometria de flujo:

Para demostrar que se expresa la Klotho, se realizan ensayos de citometria de flujo intracelular de MSC. 3 dias
después de la transduccion, el medio de MSC se intercambia con medio que contiene 1 yl de BD Golgi Plug (N.° de
cat. 555029) por 1 ml de Medio para enriquecer la Klotho expresada en el aparato de Golgi de las células transducidas.

Las células se incuban durante 16 h a 37 °C y después se inmunotifien para la expresién del transgén de Klotho. Las
MSC se recogen. Las células se permeabilizan usando la solucién de permeabilizaciéon celular/fijacion BD
Cytofix/Cytoperm (Becton Dickinson, 554722) de acuerdo con las instrucciones del fabricante para permitir la tincion
intracelular de la proteina Klotho diana.

Se usa un anticuerpo especifico de marcador de hemaglutinina marcado con Ficoeritrina (PE) (Milteny, 120-002-687)
para la deteccion de la Klotho expresada. Se tifien 2x10e5 MSC con 100 pl de anticuerpo (1:75 diluido con solucion
Perm/lavado, Becton Dickinson, 554723).

Como alternativa, se usan anticuerpos directamente dirigidos contra Klotho de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (por ejemplo, ProSci 45-810). Las células tefiidas se lavan y se resuspenden en PBS. Las células se
analizan después en un citometro de flujo FC500 (Beckman Coulter).

ELISA para determinar niveles de Klotho en el sobrenadante:

Las MSC transducidas se siembran en placas de 6 pocillos (1x10e5 MSC por pocillo). Las MSC transducidas, que

llevan el gen de resistencia a la puromicina pac, se enriquecen mediante la seleccién de puromicina. Se afiade
puromicina (3 pyg/ml de medio) al medio y las células se cultivan durante un periodo de 5 dias a 37°Cy CO2 al 5 %
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con intercambios de medio cada 2 dias para agotar las células no transducidas del cultivo. A continuacion, se usa
medio sin puromicina para el cultivo. Las MSC se vuelven a sembrar a un ndmero de células definido de 1x10e5
células por pocillo en una placa de 6 pocillos y se incuban durante 72 h. Se recoge el medio y se usa para el ELISA
especifico de Klotho para la cuantificacién de acuerdo con las instrucciones del fabricante (por ejemplo, R&D Systems
DY5334-05).

La Klotho expresada en MSC protege a las células de la apoptosis inducida por H202:

Los mecanismos de defensa desequilibrados contra los antioxidantes o la sobreproduccién o incorporacion de
radicales libres, conducen a la neurodegeneracion, por la que las células neuronales sufren pérdida funcional o
sensorial en enfermedades neurodegenerativas. El estrés oxidativo (EO) conduce a un ataque de radicales libres en
las células neurales y contribuye a la neurodegeneracién; El metabolismo desequilibrado y el exceso de especies
reactivas de oxigeno (ROS) generan una diversidad de trastornos tales como enfermedad de Alzheimer, enfermedad
de Parkinson, envejecimiento y muchos otros trastornos neurodegenerativos (Uttara et al., Curr Neuropharmacol.
Marzo de 2009; 7 (1): 65-7). La capacidad de Klotho para proteger las células del dafio provocado por especies
reactivas de oxigeno representa un modelo terapéutico util para el tratamiento de trastornos neurodegenerativos.

Hay disponibles marcadores de estrés oxidativo en pacientes con enfermedad renal cronica (ERC) y han confirmado
la creencia de que la ERC es un estado prooxidante. Estudios recientes sugieren que el vinculo entre el estrés oxidativo
y la inflamacién en la ERC emerge como un proceso clave que contribuye a la patogenia del estrés oxidativo en estos
pacientes (Massy et al., Semin Dial. julio-agosto de 2009; 22 (4): 405-8). La capacidad de Klotho para proteger las
células del dafio provocado por especies reactivas de oxigeno representa un modelo terapéutico util para el tratamiento
de la enfermedad renal crénica.

Klotho es capaz de proteger las células de los efectos de las especies reactivas de oxigeno:

Se siembran MSC transducidas y seleccionadas (como se ha descrito anteriormente) y MSC de control no transducidas
en placas de 6 pocillos (5000-50000 células por cm?). Las células se incuban 16 h a 37 °C, 5°C. Las células
transducidas y no transducidas se tratan posteriormente con peroxido de hidrégeno (H202, Roth, N.° de cat. 8070.2)
durante un periodo de 2-8 h. La concentracion final de H202 en el cultivo esta entre 10 y 100 yM. Ademas, muestras
seleccionadas de MSC no se tratan con H202 y sirven como control. Todas las muestras se tripsinizan para separar la
MSC de las placas.

La supervivencia de MSC se determina mediante citometria de flujo. Las muestras se someten al kit Dead Cell
Apoptosis (ThermoFisher Scientific, V1324 1) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El kit permite la deteccion
de células muertas y apoptoticas en las muestras mediante tincion con anexina V Alexa Fluor 488 y yoduro de propidio
(PI) (Vermes et al. (1995) Journal of Immunological Methods, Volumen 184, Numero 1, Paginas 39-51). Las muestras
se analizan por citometria de flujo. Las MSC que expresan Klotho tratadas con H202 muestra una mayor supervivencia
y una apoptosis reducida en comparacién con las MSC nativas tratadas con H20x.

La Klotho secretada de MSC transducidas protege las células HUVEC de la apoptosis inducida por H20:2:

Klotho es capaz de proteger las células de los efectos de las especies reactivas de oxigeno:

Las MSC transducidas y seleccionadas (como se ha descrito anteriormente) y las MSC de control no transducidas se
siembran en placas de 6 pocillos (50000-200000 células por cm?). Ademas, muestras seleccionadas de MSC no se
tratan con H20:2 y sirven como control. Las células se incuban 16-48 h a 37 °C, 5 °C. El sobrenadante se recoge, se
filtra (0,25 ym) de las células y se almacena.

Se siembran células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) en placas de 6 pocillos (5000-50000 células
por cm?). Las células se incuban durante 16 h a 37 °C para permitir que las células se fijen a las placas. Las células
se tratan con perdxido de hidrégeno (H202, Roth, N.° de cat. 8070.2). La concentracion final de H202 en el cultivo esta
entre 10 y 100 uM. Se afiaden diferentes diluciones del sobrenadante que contiene Klotho y el sobrenadante de control
a las células HUVEC (volumen de 2-4 ml). Las muestras se incuban durante 2-8 h. Todas las muestras se tripsinizan
para separar las células HUVEC de las placas.

La supervivencia de las células HUVEC se determina mediante citometria de flujo. Las muestras se someten al kit
Dead Cell Apoptosis (ThermoFisher Scientific, V13241) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El kit permite
la deteccidn de células muertas y apoptéticas en las muestras mediante tincién con anexina V Alexa Fluor 488 y yoduro
de propidio (PI) (Vermes et al. (1995) Journal of Immunological Methods, Volumen 184, Numero 1, Paginas 39-51).
Las muestras se analizan por citometria de flujo. Las células HUVEC tratadas con sobrenadante de MSC que expresan
Klotho muestran una mayor supervivencia y una apoptosis reducida en comparaciéon con las HUVEC no tratadas,
cuando se cultivan en presencia de H20:.

La Klotho expresada en MSC aumenta la produccion de 6xido nitrico (NO) en las MSC:
La produccion global de o6xido nitrico (NO) disminuye en la enfermedad renal crénica (ERC), lo que contribuye a

eventos cardiovasculares y una progresion adicional del dafo renal. Es probable que las intervenciones que pueden
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restaurar la produccion de NO reduzcan las complicaciones cardiovasculares de la ERC, asi como también disminuyan
la tasa de progresion (Baylis, Am J Physiol Renal Physiol. enero de 2008; 294 (1): F1-9). La capacidad de Klotho para
restaurar los niveles de NO representa un modelo terapéutico util para el tratamiento de la enfermedad renal.

Como se analiza en el presente documento, se cree que el 6xido nitrico (NO) es un importante neurotransmisor
vasoactivo y mediador quimico de la ereccion del pene, por lo que la bioactividad de NO deteriorada es un mecanismo
patégeno de la disfuncién eréctil. La capacidad de Klotho para restaurar los niveles de NO representa un modelo
terapéutico util para el tratamiento de la disfuncién eréctil.

El 6xido nitrico (NO) es un mensajero intercelular que realiza una serie de funciones, incluyendo la neurotransmision,
vasodilatacion, inhibicion de la agregacion plaquetaria y modulacion de la adhesion de leucocitos. Recientemente se
ha demostrado que el NO actia como una molécula efectora citotoxica potente y desempefia una funcién importante
en la patogenia de la autoinmunidad especifica de 6rganos. EI NO también puede modular la respuesta inmunitaria
interfiriendo con el equilibrio Th1/Th2 en enfermedades autoinmunitarias (Singh et al., Immunol Res. 2000; 22 (1): 1-
19). La capacidad de Klotho para restablecer los niveles de NO representa un modelo terapéutico util para el
tratamiento de enfermedades autoinmunitarias.

Klotho aumenta la produccion de NO, un importante mensajero intercelular, en MSC:

Se siembran MSC transducidas y seleccionadas (como se han descrito anteriormente) y MSC de control no
transducidas en placas de 6 pocillos (5000-50000 células por cm?). Las células se incuban durante 48 h a 37 °C/CO2
al 5 %.

Para evaluar la produccion de NO, se transfieren 100 ul de sobrenadante de cada pocillo de la placa de cultivo a una
nueva placa de 96 pocillos. Se afiade al sobrenadante la misma cantidad de reactivo de Griess (sulfanilamida al 1 %,
diclorhidrato de naftilendiamina al 0,1 % y acido fosférico al 2,5 %). Las concentraciones de nitrito en los
sobrenadantes se obtienen mediante andlisis de regresion lineal de la curva patrén usando diluciones dobles en serie
de nitrito de sodio desde 200 mmol/l hasta la 11a dilucidn. La absorbancia se determina a 540 nm usando un lector de
microplacas (Spectramax 190-Molecular Device, Sunnyvale, California). La concentraciéon de NO es mayor en las
muestras recogidas de MSC transducidas.

La Klotho secretada de MSC transducidas induce una mayor produccion de 6xido nitrico en células HUVEC:

Se siembran MSC transducidas y seleccionadas (como se han descrito anteriormente) y MSC de control no
transducidas en placas de 6 pocillos (5000-50000 células por cm?). Las células se incuban durante 48 h a 37 °C/CO:2
al 5 %. El sobrenadante se recoge, se filtra (0,25 pm) de las células y se almacena.

Se siembran células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) en placas de 6 pocillos (5000-50000 células
por cm?). Las células se incuban durante 16 h a 37 °C para permitir que las células se fijen a las placas. Se afiaden
diferentes diluciones del sobrenadante que contiene Klotho y el sobrenadante de control a las células HUVEC (volumen
de 2-4 ml). Las muestras se incuban durante 6-48 h. Para evaluar la produccién de NO, se transfieren 100 ul de
sobrenadante de cada pocillo de HUVEC de la placa de cultivo a una nueva placa de 96 pocillos. Se afiade al
sobrenadante la misma cantidad de reactivo de Griess (sulfanilamida al 1 %, diclorhidrato de naftilendiamina al 0,1 %
y acido fosforico al 2,5 %). Las concentraciones de nitrito en los sobrenadantes se obtienen mediante analisis de
regresion lineal de la curva patrén usando diluciones dobles en serie de nitrito de sodio desde 200 mmol/l hasta la 11a
dilucion. La absorbancia se determina a 540 nm usando un lector de microplacas (Spectramax 190-Molecular Device,
Sunnyvale, California). La concentracion de NO es mayor en las células HUVEC tratadas con sobrenadante de MSC
que expresan Klotho.

La Klotho secretada de MSC transducidas suprime la sefializaciéon de TGF-beta en células diana

Se siembran MSC transducidas y seleccionadas (como se han descrito anteriormente) y MSC de control no
transducidas en placas de 6 pocillos (5000-50000 células por cm?). Las células se incuban durante 48 h a 37 °C/CO2
al 5 %. El sobrenadante se recoge, se filtra (0,25 ym) de las células y se almacena.

Las células epiteliales renales NRK52E se tratan con los sobrenadantes recogidos durante 30 min y después se
estimulan con TGF-beta (10 ng/ml) durante 30 minutos. Las células se lisan y se usan para el analisis por
inmunotransferencia. Para detectar la activacion de la cascada de senalizacion de TGF-beta en las células renales,
se usa un anticuerpo contra Smad2 fosforilada (pSmad2) o un anticuerpo que reconocié Smad2 independientemente
de su estado de fosforilacion (Smad2). Un aumento en la fraccion de Smad2 fosforilada en comparacion con Smad2
total indica la activacion de la sefalizacion de TGF-beta. El sobrenadante que contiene Klotho suprime la activacion
de la sefalizacion de TGF-beta en comparacion con las células tratadas con sobrenadantes desprovistos de Klotho o
controles no tratados.

La Klotho secretada de MSC transducidas aumenta la seiializacion de FGF-23 en células diana

Se siembran MSC transducidas y seleccionadas (como se han descrito anteriormente) y MSC de control no
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transducidas en placas de 6 pocillos (5000-50000 células por cm?). Las células se incuban durante 48 h a 37 °C/CO2
al 5 %. El sobrenadante se recoge, se filtra (0,25 um) de las células y se almacena.

Se siembran células 293, que expresan el receptor de FGF, en placas de 6 pocillos (5000 células por cm?) y se incuban
durante la noche. El medio se intercambia por sobrenadante que contiene Klotho o sin Klotho y las células se incuban
durante 30 min. Después se afiade FGF23 de ratén (R179Q) (10 ng/ml) y las células se incuban durante 15 min
adicionales. Las células se recogen y se lisan usando tampén de lisis (reactivo de extraccion de proteina de mamifero
M PER) que contiene inhibidores de fosfatasa y proteinasa (coctel inhibidor de proteasa de detencién, sin EDTA
(100X)). La sefalizacion de FGF se determina mediante analisis por inmunotransferencia usando anticuerpo anti-fosfo-
FRS2a (p-FRS2a), anticuerpo anti-fosfo-ERK1/2 (p-ERK1/2) o anticuerpo anti-ERK1/2 (ERK1). El sobrenadante que
contiene Klotho activa la sefializacion de FGF23 en comparacién con las células que se tratan con sobrenadantes
desprovistos de Klotho o controles no tratados.

Estudios en modelos animales para determinar la funcién de Klotho cuando se expresa en MSC transgénicas:

Los experimentos que se describen en el presente documento se basan en el hecho de que los ratones viejos carecen
de klotho en el rifién y que la deficiencia de Klotho en ratones viejos puede restablecerse mediante la aplicacion i.v.
de MSC modificadas con Klotho. En modelos murinos, se emplearon MSC de raton, obtenidas mediante los métodos
descritos anteriormente y se usoé la secuencia de Klotho de raton. Las MSC modificadas con Klotho mejoran la funcion
renal, mejoran la variabilidad de la frecuencia cardiaca y prolongan la esperanza de vida en ratones viejos.

Enfoque experimental:

Se obtienen ratones a la edad de 12-15 meses de Jackson Laboratories. Todos los animales se colocan en jaulas
metabdlicas una vez a la semana para medir la funcién renal. Después del sacrificio, se determinara la expresiéon de
klotho en el rifidn por inmunohistologia.

Se realizan dos Experimentos diferentes en 6 grupos.
Experimento A:

Grupo 1: Se colocan ratones de 12-15 meses de edad en jaulas metabdlicas una vez a la semana. No se realizara
ningun tratamiento adicional hasta que mueran.

Grupo 2: Se tratan ratones de 12-15 meses de edad con MSC no transducidas (células madre mesenquimatosas
que se han obtenido de animales donantes jovenes, de 6 semanas de edad). Reciben 1x10%® MSC una vez al mes
hasta la muerte. Todos los animales se colocan en jaulas metabdlicas una vez a la semana.

Grupo 3: Se tratan ratones de 12-15 meses de edad con MSC modificadas con Klotho (células madre
mesenquimatosas que se han obtenido de animales donantes jovenes, de 6 semanas de edad, se modifican
genéticamente de acuerdo con los protocolos que se describen en el presente documento para expresar klotho
transgénica). Reciben 1x10% MSC modificadas con Klotho una vez al mes hasta la muerte. Todos los animales se
colocan en jaulas metabdlicas una vez a la semana.

Resultados: Los animales del grupo 3 muestran una funcién renal significativamente mejorada y viven
significativamente mas tiempo en comparacién con los animales de los grupos 1 y 2. La expresion de Klotho en el
rifidn es significativamente mayor en los animales del grupo 3 que en los otros dos grupos.

Experimento B:

Grupo 1: Se implantan ratones de 12-15 meses de edad con un transmisor ETA-F10 (DSI, St. Paul, MN, EE.UU.).
Una vez a la semana se mide el ECG y la variabilidad de la frecuencia cardiaca.

Grupo 2: Se implantan ratones de 12-15 meses de edad con un transmisor ETA-F10 (DSI, St. Paul, MN, EE.UU.).
Todos los animales se tratan con MSC no transducidas (células madre mesenquimatosas que se han obtenido de
animales donantes jovenes, de 6 semanas de edad). Los ratones tratados reciben 1x108 MSC una vez al mes
hasta la muerte. Una vez a la semana se mide el ECG vy la variabilidad de la frecuencia cardiaca.

Grupo 3: Se implantan ratones de 12-15 meses de edad con un transmisor ETA-F10 (DSI, St. Paul, MN, EE.UU.).
Todos los animales se tratan con MSC modificadas con Klotho (células madre mesenquimatosas que se han
obtenido de animales donantes jovenes, de 6 semanas de edad, se modifican genéticamente para expresar klotho
como se describe en el presente documento). Los ratones tratados reciben 1x106 MSC modificadas con Klotho
una vez al mes. Una vez a la semana se mide el ECG y la variabilidad de la frecuencia cardiaca.

Resultados: Los animales del grupo 3 muestran una variabilidad significativa de la frecuencia cardiaca en comparacion
con los animales de los grupos 1y 2.
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Las MSC que expresan Klotho mejoran la fibrosis renal en un modelo murino

Para inducir la fibrosis renal, se usan ratones 129S1/SvimJ (de 7-10 semanas de edad). El uréter derecho se expone
quirdrgicamente y se liga (obstruccion ureteral unilateral, UUO). Tras la cirugia, los ratones se inyectan por via
intravenosa o intraperitoneal con MSC que expresan Klotho (5 x 10*5 - 2 x10”6 células por ratén) o con PBS. El
tratamiento se repite cada 3 dias.

Después de 14 dias postcirugia, los ratones se sacrifican y el rifidn se prepara para la histologia. Los marcadores de
fibrosis renal, tales como el numero de fibroblastos intersticiales, el volumen intersticial, la expresiéon de colageno |,
aumentan en los animales OUU tratados solo con PBS. Por el contrario, los animales OUU que reciben MSC que
expresan Klotho muestran niveles marcadamente disminuidos de fibrosis renal.

Estudios en modelos animales para determinar la funcion de Klotho cuando se expresa en MSC transgénicas
en la enfermedad de Alzheimer (EA):

Los siguientes ejemplos describen enfoques que demuestran que las MSC-Klotho administradas por via intravenosa
o intratecal inducen la maduracion de células progenitoras oligodendrociticas (OPC), las MSC-Klotho administradas
por via intravenosa o intratecal aumentan el numero de oligodendrocitos totales, las MSC-Klotho administradas por
via intravenosa o intratecal mejoran la mielinizacion de los oligodendrocitos, las MSC-Klotho administradas por via
intravenosa o intratecal reducen las placas en un modelo de ratén de ratones transgénicos dobles
APPswe/PS1(M146V), las MSC-Klotho administradas por via intravenosa o intratecal restablecen la cognicién en un
modelo de raton de ratones transgénicos dobles APPswe/PS1(M146V), las MSC-Klotho administradas por via
intravenosa o intratecal inducen la recuperaciéon del comportamiento elevando los niveles de factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF), neurotrofina-3 (NT-3) y factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) en los cerebros
de ratones transgénicos dobles APPswe/PS1(M146V), y que las MSC-Klotho administradas por via intravenosa o
intratecal promueven la activacion de microglia que secreta agentes neurotréficos y da como resultado mejoras
cognitivas y una reduccion en la patologia AB en ratones transgénicos dobles APPswe/PS1(M146V).

Configuracién experimental

Se emplean tres cepas de raton diferentes (C3B6-Tg(APP695)3Dbo/Mmjax, C3B6-Tg(APP695)3Dbo/Mmijax, B6;129-
Psenltm1Mpm Tg(APPSwe,tauP301L)1Lfa/Mmjax) que se asemejan a la enfermedad de Alzheimer.

Se realizaran tres experimentos diferentes en 18 grupos.
Experimento A:

Se modifican genéticamente células madre mesenquimatosas de animales donantes jovenes, de 6 semanas de edad,
para expresar klotho. Se inyectan 1x10% MSC-Klotho por via intravenosa una vez al mes.

Ratones Grupo 1C3B6-Tg(APP695)3Dbo/Mmjax
Ratones Grupo 2C3B6-Tg(APP695)3Dbo/Mmjax

Ratones Grupo 3B6;129-Psen1tml1Mpm Tg(APPSwe,tauP301L)1Lfa/Mmjax
Los ratones se inyectan con solucion salina por via intravenosa una vez al mes.

Ratones Grupo 4C3B6-Tg(APP695)3Dbo/Mmjax
Ratones Grupo 5C3B6-Tg(APP695)3Dbo/Mmjax
Ratones Grupo 6B6;129-Psen1tm1Mpm Tg(APPSwe,tauP301L)1Lfa/Mmjax
Se inyectan 1x10° de células madre mesenquimatosas no transducidas de animales jovenes (de 6 semanas de
edad) por via intravenosa en los ratones una vez al mes.
Ratones Grupo 7C3B6-Tg(APP695)3Dbo/Mmjax
Ratones Grupo 8C3B6-Tg(APP695)3Dbo/Mmjax
Ratones Grupo 9B6;129-Psen1tm1Mpm Tg(APPSwe,tauP301L)1Lfa/Mmjax
Los ensayos cognitivos se realizan una vez a la semana durante un periodo de 3 meses.
Resultados: Los animales de los grupos 1-3 muestran una mejora significativa de la atencion, el aprendizaje y la

memoria en comparacion con los animales de los grupos 4-6 y los grupos 7-9.
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Experimento B:

Se modifican genéticamente células madre mesenquimatosas de animales donantes jovenes, de 6 semanas de edad,
para expresar klotho. Se inyectan 1x108 MSC-Klotho por via intratecal una vez al mes.

Ratones Grupo 1C3B6-Tg(APP695)3Dbo/Mmjax
Ratones Grupo 2C3B6-Tg(APP695)3Dbo/Mmjax

Ratones Grupo 3B6;129-Psen1tm1Mpm Tg(APPSwe,tauP301L)1Lfa/Mmjax
Los ratones se inyectan con solucion salina por via intratecal una vez al mes

Ratones Grupo 4C3B6-Tg(APP695)3Dbo/Mmjax
Ratones Grupo 5C3B6-Tg(APP695)3Dbo/Mmjax

Ratones Grupo 6B6;129-Psenltm1Mpm Tg(APPSwe,tauP301L)1Lfa/Mmjax
Se inyectan 1x10° de células madre mesenquimatosas no transducidas de animales jovenes (de 6 semanas de
edad) por via intravenosa en los ratones una vez al mes.

Ratones Grupo 7C3B6-Tg(APP695)3Dbo/Mmjax
Ratones Grupo 8C3B6-Tg(APP695)3Dbo/Mmjax
Ratones Grupo 9B6;129-Psen1ltm1Mpm Tg(APPSwe,tauP301L)1Lfa/Mmjax

Se sacrificaran tres animales de cada grupo cada semana durante 3 meses. Se realizara inmunohistoquimica,
microscopia electronica, HPLC, PCR-Tlc y transferencia Western de tejido cerebral.

Resultados: Los animales de los grupos 1-3 muestran una mejora significativa en la maduracion de células
progenitoras oligodendrociticas (OPC), un mayor niumero de oligodendrocitos totales, una mielinizacion mejorada de
los oligodendrocitos, placas de AB reducidas, una elevacion de los niveles de factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF), neurotrofina-3 (NT-3) y factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), en comparacion con los animales
de los grupos 4-6 y los grupos 7-9.

Estudios en modelos animales para determinar la funcion de Klotho cuando se expresa en MSC transgénicas
en la esclerosis multiple (EM):

Los siguientes ejemplos describen enfoques que demuestran que las MSC-Klotho administradas por via intravenosa
o intratecal inducen la maduracion de células progenitoras oligodendrociticas (OPC), las MSC-Klotho administradas
por via intravenosa o intratecal aumentan el numero de oligodendrocitos totales, las MSC-Klotho administradas por
via intravenosa o intratecal mejoran la mielinizaciéon de los oligodendrocitos, Las MSC-Klotho administradas por via
intravenosa o intratecal reducen la inflamacion y esas MSC-Klotho administradas por via intravenosa o intratecal
reducen el nimero de linfocitos T y B activados en el cerebro de pacientes con EM.

Configuracién experimental:

Se usa un modelo en ratén de encefalomielitis autoinmunitaria (EAE). Se inmunizan ratones C57BL/6 (H-2b) con
proteina de oligodendrocitos de mielina (MOGas.ss).

Se realizan dos Experimentos diferentes en 6 grupos.
Experimento A:

Se modifican genéticamente células madre mesenquimatosas de animales donantes jovenes, de 6 semanas de edad,
para expresar klotho. Se inyectan 1x108 MSC-Klotho por via intravenosa una vez a la semana.

Grupo 1C57BL/6 (H-2b) inmunizado con (MOGas-s5)
A los ratones se les inyecta solucién salina por via intravenosa una vez a la semana

Grupo 2C57BL/6 (H-2b) inmunizado con (MOGas.ss)
Se inyectan 1x10° de células madre mesenquimatosas no transducidas de animales jovenes (de 6 semanas de
edad) por via intravenosa en los ratones una vez al mes.

Grupo 3C57BL/6 (H-2b) inmunizado con (MOGas-55)
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Experimento B:

Se modifican genéticamente células madre mesenquimatosas de animales donantes jovenes, de 6 semanas de edad,
para expresar klotho. Se inyectan 1x108 MSC-Klotho por via intratecal una vez a la semana.

Grupo 4C57BL/6 (H-2b) inmunizado con (MOGas.s5)

A los ratones se les inyecta solucién salina por via intratecal una vez a la semana.

Grupo 5C57BL/6 (H-2b) inmunizado con (MOGas-55)

Se inyectan 1x10° de células madre mesenquimatosas no transducidas de animales donantes jovenes (de 6
semanas de edad) por via intratecal en los ratones una vez al mes.

Grupo 6C57BL/6 (H-2b) inmunizado con (MOGas.s5)

Todos los animales de los grupos 1-6 se siguen diariamente para determinar la paralisis que comienza en la cola y las
extremidades posteriores y progresa a las extremidades anteriores con pérdida de peso simultanea. Una vez a la
semana se sacrifican 3 animales de cada grupo y se realiza inmunohistoquimica, microscopia electrénica, HPLC,
PCR-Tlc y transferencia Western de tejido cerebral.

Estudios en modelos animales para determinar la funcion de Klotho cuando se expresa en MSC transgénicas
en la esclerosis lateral amiotroéfica (ELA):

Los siguientes ejemplos describen enfoques que demuestran que las MSC-Klotho administradas por via intravenosa
o intratecal inducen la maduracion de células progenitoras oligodendrociticas (OPC), las MSC-Klotho administradas
por via intravenosa o intratecal aumentan el nimero de oligodendrocitos totales, las MSC-Klotho administradas por
via intravenosa o intratecal mejoran la mielinizacién de los oligodendrocitos, las MSC-Klotho administradas por via
intravenosa o intratecal reducen la degeneracién axoénica, las MSC-Klotho administradas por via intravenosa o
intratecal inhibiran la sefalizaciéon de Wnt.

Configuracién experimental:

Se utilizan ratones SOD1 (G93A). Se realizaran dos experimentos diferentes en 6 grupos.
Experimento A:

Se modifican genéticamente células madre mesenquimatosas de animales donantes jévenes, de 6 semanas de edad,
para expresar klotho. Se inyectan 1x108 MSC-Klotho por via intravenosa una vez a la semana.

Grupo 1SOD1 (G93A)
A los ratones se les inyecta solucién salina por via intravenosa una vez a la semana

Grupo 2SOD1 (G93A)

Se inyectan 1x108 de células madre mesenquimatosas no transducidas de animales jovenes (de 6 semanas de
edad) por via intravenosa en los ratones una vez al mes.

Grupo 3SOD1 (G93A)

Experimento B:

Se modifican genéticamente células madre mesenquimatosas de animales donantes jovenes, de 6 semanas de edad,
para expresar klotho. Se inyectan 1x108 MSC-Klotho por via intratecal una vez a la semana.

Grupo 4SOD1 (G93A)
A los ratones se les inyecta solucién salina por via intratecal una vez a la semana. Grupo 5 SOD1 (G93A)

Se inyectan 1x10° de células madre mesenquimatosas no transducidas de animales donantes jévenes (de 6
semanas de edad) por via intratecal en los ratones una vez al mes.

Grupo 6SOD1 (G93A)

Una vez a la semana se sacrifican 3 animales de cada grupo y se recogera el cerebro y la médula espinal. Se realizara
inmunohistoquimica, microscopia electrénica, HPLC, PCR-Tlc y transferencia Western de cerebro y médula espinal.

Estudios en modelos animales para determinar la funcion de Klotho cuando se expresa en MSC transgénicas
en la diabetes de tipo 1

Los siguientes ejemplos describen enfoques que demuestran que las MSC-Klotho administradas por via intravenosa
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retrasan la aparicion de diabetes de tipo 1 en ratones.
Configuracion experimental:

Para evaluar el efecto de Klotho-MSC en el desarrollo de diabetes in vivo, se realiza un modelo de ratén diabetes de
tipo 1 acelerada por ciclofosfamida (adaptado de Brode et al., The Journal of Immunology 2006). Se obtienen ratones
NOD, donde la incidencia de la diabetes en ratones hembra es de un 75 % a las 40 semanas de edad. Para acelerar
y sincronizar la diabetes, se tratan ratones NOD hembra de 8 semanas de edad con una unica inyeccion i.p. de
ciclofosfamida (CY) (200 mg/kg de peso corporal en solucién salina normal al 0,9 %). Los ratones después se
dividieron aleatoriamente en grupos de tratamiento y de control.

De uno a cinco dias después del tratamiento con ciclofosfamida, cada animal recibe 200 ul de PBS por inyeccion
intravenosa o intraperitoneal. Los ratones se controlan semanalmente para determinar la hiperglucemia hasta que
llegan a ser diabéticos, definida por dos niveles consecutivos (con >24 h de diferencia) de glucosa en sangre no en
ayunas >240 mg/dl.

Grupo 1NOD después del tratamiento con ciclofosfamida

De uno a cinco dias después del tratamiento con ciclofosfamida, el animal recibe 200 pl de 1x10® MSC (de animales
donantes jévenes, de 6 semanas de edad) en 200 pl de PBS por inyeccién intravenosa o intraperitoneal. Los ratones
se controlan semanalmente para determinar la hiperglucemia hasta que llegan a ser diabéticos, definida por dos
niveles consecutivos (con >24 h de diferencia) de glucosa en sangre no en ayunas >240 mg/dI.

Grupo 2 NOD después del tratamiento con ciclofosfamida

Se modifican genéticamente células madre mesenquimatosas de animales donantes jovenes, de 6 semanas de edad,
para expresar Klotho. De uno a cinco dias después del tratamiento con ciclofosfamida, el animal recibe 1x10° Klotho-
MSC en 200 uyl de PBS por inyeccion intravenosa o intraperitoneal. Los ratones se controlan semanalmente para
determinar la hiperglucemia hasta que llegan a ser diabéticos, definida por dos niveles consecutivos (con >24 h de
diferencia) de glucosa en sangre no en ayunas >240 mg/dI.

Grupo 3 NOD después del tratamiento con ciclofosfamida

Los ratones del grupo 1 desarrollan diabetes a los 30 dias, mientras que la aparicion de diabetes en ratones tratados
con MSC (grupo 2) o Klotho-MSC (grupo 3) se retrasa. Curiosamente, para los ratones del grupo 3, el retraso en el
desarrollo de la diabetes aumenta en 2 semanas en comparacion con el grupo 2.

Estudios en modelos animales para determinar la funcion de Klotho cuando se expresa en MSC transgénicas
en la diabetes de tipo 2

Los siguientes ejemplos describen enfoques que demuestran que las MSC-Klotho administradas por via intravenosa
mejoraran el metabolismo de glucosa en diabetes de tipo 2 en ratones. Un modelo similar se describe en Chen et al.
(J Diabetes Research, 2015, Art ID 796912).

Configuracion experimental:

Se alimentan ratones C57BL/6 con una dieta convencional (DC) o alta en grasas (DAG). Después de 4 semanas, los
ratones se dividen en 6 grupos

Ratones alimentados con DC reciben solucion salina por via intravenosa una

Grupo 1:
vez a la semana durante 8 semanas
Grupo 2: Ratones alimentados con DAG reciben solucién salina por via intravenosa
PO < una vez a la semana durante 8 semanas
G . Ratones alimentados con DC reciben 1x10® MSC una vez a la semana
rupo 3:
durante 8 semanas
. Ratones alimentados con DAG reciben 1x10® MSC una vez a la semana
Grupo 4:
durante 8 semanas
. Ratones alimentados con DC reciben 1x10%® MSC-Klotho una vez a la semana
Grupo 5:
durante 8 semanas
Grupo 6: Ratones alimentados con DAG reciben 1x10® MSC-Klotho una vez a la

semana durante 8 semanas

Los ratones de los grupos 4 y 6 muestran un metabolismo de glucosa mejorado (hiperglucemia, hiperinsulinemia, peso
corporal y/o masa de células beta) en comparacion con los ratones del grupo 2.

Las Klotho-MSC (grupo 6) muestran un metabolismo de glucosa mejorado adicionalmente en comparacién con ratones
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tratados con MSC no transducidas (grupo 4).

Estudios en modelos animales para determinar la funcion de Klotho cuando se expresa en MSC transgénicas
en la insuficiencia renal crénica

Se realiza una nefrectomia unilateral a ratones C57/BL6 de 10 semanas de edad y reciben una implantacién
subcutanea de un granulo de acetato de doxicocorticoesterona (DOCA) de 50 mg. 7 dias después, a los ratones se
les implanta por via subcutdnea una mini bomba osmética que entrega 1,5 ng de angiotensina Il por minuto y por
gramo de peso corporal durante 2 semanas. Un modelo similar se describe en Kirchhoff et al (Kidney International,
2008, 73, 643).

Durante las 4 semanas siguientes, los ratones reciben solucién salina por via intravenosa o MSC por via intravenosa
o MSC-Klotho por via intravenosa una vez a la semana durante 4 semanas. Se controlan la presién arterial, la
albuminuria y la creatinina sérica una vez a la semana.

Grupo 1:
C57/BL6 con DOCA y angiotensina Il reciben solucién salina intravenosa durante 4 semanas.

Grupo 2:
C57/BL6 con DOCA y angiotensina Il reciben 1x108 MSC intravenosas una vez a la semana durante 4 semanas.

Grupo 3:
C57/BL6 con DOCA y angiotensina Il recibiran 1x108 MSC-Klotho intravenosas una vez a la semana durante 4
semanas.

Los ratones de los grupos 2 y 3 muestran una funcion renal y cardiaca mejorada medida mediante creatinina sérica,
albuminuria, presion arterial y variabilidad de la frecuencia cardiaca en comparacion con los ratones del grupo 1.

Los ratones del grupo 3 muestran una funcién renal y cardiaca mejorada medida mediante creatinina sérica,
albuminuria, presién arterial y variabilidad de la frecuencia cardiaca en comparacion con los ratones del grupo 2.

Los cambios histolégicos y los observados por microscopia electrénica de la arquitectura renal mejoran en los ratones
de los grupos 2 y 3 en comparacién con los ratones del grupo 1.

Estudios en modelos animales para determinar la funcion de Klotho cuando se expresa en MSC transgénicas
en la Enfermedad de Parkinson (EP):

Aunque todavia no se han establecido modelos preclinicos, los inventores afirman que las MSC-Klotho administradas
por via intravenosa o intratecal reduciran el estrés oxidativo, las MSC-Klotho administradas por via intravenosa o
intratecal reduciran el plegamiento erréneo de proteinas, la degradacion de proteinas y la agregacion de proteinas,
las MSC-Klotho administradas por via intravenosa o intratecal reduciran la inflamacién, y que las MSC-Klotho
administradas por via intravenosa o intratecal aumentaran las células dopaminérgicas en la parte compacta de la
sustancia negra.
Se esta realizando experimentacion adicional sobre la base de los enfoques descritos anteriormente.
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<210>1

<211> 3039

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1
atgcccgeca gcgececcgec gocgecgceccg cggecgecge cgecgteget gtegetgetg 60
ctggtgectge tgggectggg cggeccgecge ctgegtgegg ageccgggcga cggcgegcag 120
acctgggcce gtttctegeg gectcecetgec cccgaggeecg cgggcecctett ccagggecacce 180
ttcecccgacg gettectetg ggeegtggge agegeccecgect accagaccga gggcecggetgg 240
cagcagcacg gcaagggtgc gtccatctgg gatacgttca cccaccacce cctggcaccce 300
ccgggagact cccggaacgce cagtctgeceg ttgggecgece cgtegecget gcageccecgec 360
accggggacg tagccagcga cagctacaac aacgtcttcce gecgacacgga ggcgetgcege 420
gagctecgggg tcactcacta ccgettetee atctegtggg cgegagtget cecccaatgge 480
agcgcegggceg tccccaaccg cgaggggctg cgctactace ggegectget ggageggcetg 540
cgggagctgg gcecgtgcagece cgtggtcacce ctgtaccact gggacctgceccec ccagegectg 600
caggacgcct acggcggcetg ggccaaccgce gccctggecg accacttcag ggattacgeg 660
gagctctget tccgecactt cggecggtcag gtcaagtact ggatcaccat cgacaacccce 720
tacgtggtgg cctggcacgg ctacgccacc gggecgecctgg ccccecggecat cecggggcagce 780
ccgeggecteg ggtacctggt ggcgcacaac ctcecctectgg ctcatgeccaa agtctggeat 840
ctctacaata cttcetttceg tcccactcag ggaggtcagg tgtccattge cctaagetet 900
cactggatca atcctcgaag aatgaccgac cacagcatca aagaatgtca aaaatctctg 960
gactttgtac taggttggtt tgccaaaccc gtatttattg atggtgacta tcccgagagce 1020
atgaagaata acctttcatc tattctgcct gattttactg aatctgagaa aaagttcatc 1080



5

aaaggaactg
gaccctcaca
attgaccttg
gggaccacca
accttaaaag
atggatggtt
tttctaagece
atagagaaaa
tgtgactttg
tttaccgacce
gatggggttg
cagatcgett
ctgattectce
tgcatggcca
atggccccga
tacactgccce
gtcaagcttt
cacaacctte
gctcagaatg
ttctceccaaa
gctgageccca
agaaacaatt
tttgactttt
ccaataaaat
tccececcagtce
ttcaagtacg
gctgaggacg
gcccacatac
acagctccga
atgaaacatt
agattttgte

tctttactgg

<210>2
<211> 3072

ctgacttttt
tgaagttccg
aatttaacca
agagagatga
ccatcaaget
tcgagtggca
aggacaagat
atggcttcece
cttggggagt
tgaatgttta
tgaccaagaa
tactccagga
ctctgggtaa
gcgagcttgt
accaaggact
tggcetttge
ggataacgat
tgaaggccca
ggaaaatatc
aggacaaaga
tttteggete
ttcttcttee
tggctttaag
acaatgatta
aggtggcggt
gagacctcce
accagctgag
tggatggtat
ggtttggect
acaggaaaat
cagaagaatt

ctttcatage
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tgctctttge
ccaattggaa
tcctcaaata
tgccaaatat
ggatggggtg
cagaggttac
gttgttgcceca
tcectttacet
tgttgacaac
cctgtgggat
gaggaaatcc
aatgcacgtt
ccagtcccag
ccgtgtcaac
gcegegecte
agagtatgcce
gaatgagccg
tgceetgget
catagccttg
ggtggctgag
tggagattat
ttatttcact
ccattatacc
cctagaagtg
agtgccctgg
catgtacata
ggtgtattat
caatctttge
ctatcgttat
tattgacagc
caccgtgtgt

ttttctattt

tttggaccca
tctecccaace
tttattgtgg
atgtattacc
gatgtcatecg
agcatcaggce
aagtcttcag
gaaaatcagc
tacattcaag
gtccaccaca
tactgtgttg
acacattttc
gtgaaccaca
atcaccccag
ctggccagge
cgactgtgcet
tatacaagga
tggcatgtgt
caggctgatt
agagttttgg
ccatgggtga
gaagatgaaa
accatccttg
caagaaatga
gggttgcgca
atatccaatg
atgcagaatt
ggatactttg
gctgcagatce
aatggtttcc
actgagtgca

tttgcttcta

ttttactact cgaagaaagg cagaagaagt tacaaatag

41

ccttgagttt
tgaggcaact
aaaatggctg
tcaaaaagtt
ggtataccge
gtggactctt
ccttgttcta
ccctagaagg
tagataccac
gtaaaaggct
actttgctge
gcttetececet
ccatecctgea
tggtggccct
agggcgectg
ttcaagagcet
atatgacata
acaatgaaaa
ggatagaacc
aatttgacat
tgagggactg
aaaagctaat
tagactcaga
ccgacatcac
aagtgctgaa
gaatcgatga
acataaacga
cttattegtt
agtttgagce
cgggcccaga
gttttttteca

ttatttctet

tcaacttttg
gctttectgg
gtttgtctca
catcatggaa
atggtcccte
ctatgttgac
ccaaaagctg
gacatttccc
tctgtctcag
tattaaagtg
catccagccce
ggactgggcc
gtactatcge
gtggcagcct
ggagaacccc
cggccatcac
cagtgctggce
gtttaggcat
tgcetgecct
tggctggetg
gctgaaccaa
ccagggtacc
aaaagaagat
gtggctcaac
ctggctgaag
cgggctgceat
agctctcaaa
taacgaccgce
caaggcatcc
aactctggaa
cacccgaaag

ctcccttata

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940

3000

3039
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42

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2
atgccecgeca gegeccctcece aagaaggcect agacctcecctce cacctagect gagectgetg 60
ctggtgectge tgggactggg aggaagaagg ctgagagccg aacctgggga tggcgcccag 120
acatgggcca gattctctag accacccgce cctgaagceg ccggactgtt tcagggaacce 180
ttcececgatg gettectgtg ggececgtggga tctgeccgect atcagactga agggggcetgg 240
cagcagcacg gcaagggcgc ctctatctgg gacaccttca cccaccatcc tectggceccca 300
cccggcgaca gcagaaatge ttctetgect ctgggageccce ccageccecctet gecagectget 360
acaggggatg tggccagcga cagctacaac aacgtgttcc gggacacaga ggccctgegg 420
gaactgggcg tgacccacta cagattcagce atcagctggg ccagagtget gcccaatgge 480
tctgececggeg tgecccaatag agagggectg cggtactace ggeggetget ggaaagactg 540
agagaactgg gagtgcagcc cgtcgtgacc ctgtaccatt gggacctgecc ccagagactg 600
caggatgcct atggcggctg ggccaataga gccctggcecg accacttcag agactacgcece 660
gagctgtgct tccggcactt tggecggccaa gtgaagtact ggatcaccat cgacaacccce 720
tacgtggtgg cctggcacgg ctatgccaca ggcagactgg cccctggcat cagaggaagce 780
cctagactgg gctacctggt ggcccacaat ctgetgetgg cccacgctaa agtgtggcac 840
ctgtacaaca ccagcttccg gectacacag ggecggccagg tgtccattge cectgagecage 900
cactggatca accccagacg gatgaccgac cacagcatca aagagtgcca gaaaagcctg 960
gacttcgtge tgggatggtt cgccaagcce gtgttcatcg acggcgacta ccccgagage 1020
atgaagaaca acctgtccag catcctgecece gacttcaccg agagcgagaa gaagttcatc 1080
aagggcaccg ccgatttctt cgccctgtge ttcggecccta ccctgagett ccagetgetg 1140
gacccccaca tgaagttcag acagctggaa agccccaacc tgeggcaget gctgagcetgg 1200
atcgacctgg aattcaacca cccccagatt ttcatcgtgg aaaacggectg gttegtgtcece 1260
ggcaccacca agagggacga cgccaagtac atgtattacc tgaaaaagtt tatcatggaa 1320
accctgaagg ccatcaagct ggacggcegtg gacgtgatcg gctacacage ctggtccectg 1380
atggacggct tcgagtggca ccggggctac tctatcagac ggggectgtt ctacgtggac 1440
ttcectgagee aggacaagat gctgectgect aagagcageg ccectgtttta ccagaagetg 1500
atcgagaaga acggcttccce acccctgece gagaaccage ctctggaagg caccttceccce 1560
tgcgattttg cctggggegt ggtggacaac tacatccagg tggacaccac cctgtcccag 1620
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ttcaccgacce tgaacgtgta cctgtgggac gtgcaccaca gcaagcggct gattaaggtg 1680
gacggggtcg tgaccaagaa gcggaagtcc tactgegtgg actttgcecge catccagcecce 1740
cagattgcce tgctgcagga aatgcacgtg acacacttcc ggttctccct ggactgggec 1800
ctgatcctge cactgggcaa tcagagccaa gtgaaccaca ccattctgca gtactacaga 1860
tgcatggecect ccgagetggt gegegtgaac atcacacctg tggtggeccet gtggecagece 1920
atggccccta atcagggact gcctagactg ctggctagac agggcgecctg ggagaaccct 1980
tacaccgece tggectttge cgagtacgece cggetgtgtt tccaggaact ggggcaccac 2040
gtgaagctgt ggatcacaat gaacgagccc tacacccgga acatgaccta cagcgeccgga 2100
cataacctgec tgaaggccca cgccctgget tggcatgtgt acaacgagaa gttccggecac 2160
gcccagaacg gcaagatcag tatcgeccctg caggccgact ggatcgagece cgectgtece 2220
ttcagccaga aagacaaaga ggtggccgag cgggtgetgg aattcgacat tggatggetg 2280
gccgagecca tctteggcag cggecgattac ccectgggtca tgegggactg getgaaccag 2340
cggaacaact tcctgctgcce ttactttacc gaggatgaga agaaactgat ccaggggacc 2400
ttcgacttce tggcecctgag ccactacacc acaatcctgg tggacagcga gaaagaggac 2460
cccatcaagt acaacgacta cctggaagtg caggaaatga ccgacatcac ctggctgaat 2520
agcccctece aggtggecgt ggtgecttgg ggactgagaa aggtgctgaa ttggectgaag 2580
tttaagtacg gcgacctgecc catgtacatc atcagcaacg gcatcgacga tggcctgcac 2640
gccgaggacg atcagetgeg ggtgtactac atgcagaact acatcaacga ggccctgaaa 2700
gcccacatce tggacggcat caacctgtgce ggctacttcg cctacagett caacgaccgg 2760
accgcececta gattecggeect gtacagatac gecgecgacce agttcgagec caaggccagce 2820
atgaagcact accggaagat catcgacagc aatggcttcc ctggccccga gacactggaa 2880
cggttectgee ccgaggaatt caccgtgtgt accgagtgca gcttcettcca caccagaaag 2940
tccctgetgg cttttatcge cttectgtte ttecgeccageca tcatctcecet gteccetgate 3000
ttctactaca gcaagaaggg cagacggtcc tacaagtacc cctacgacgt gcccgactac 3060
gcctgatgat ga 3072

<210> 3

<211> 1650

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3
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10

atgccecgeca
ctggtgctge

acctgggccce

ttcecececgacg
cagcagcacg
ccgggagact
accggggacg
gagctcgggg
agcgcgggceyg
cgggagctgg
caggacgcct
gagctctget
tacgtggtgg
ccgeggeteg
ctctacaata
cactggatca
gactttgtac
atgaagaata
aaaggaactg
gaccctcaca
attgaccttg
gggaccacca
accttaaaag
atggatggtt
tttctaagcece
atagagaaaa
tgtgactttg

atcagcagtc

gcgeccccgec
tgggcctggg

gtttctegeg

gcttcctcetg
gcaagggtgce
cccggaacgce
tagccagcga
tcactcacta
tcecccaaceg
gcgtgecagece
acggcggctg
tecegecactt
cctggcacgg
ggtacctggt
cttctttecg
atcctcgaag
taggttggtt
acctttcatc
ctgacttttt
tgaagttccg
aatttaacca
agagagatga
ccatcaagct
tcgagtggcea
aggacaagat
atggcttccce

cttggggagt

tcaccaagcc

<210> 4

<211> 3135

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 4

atgaagccag gctgtgcgge aggatctcca gggaatgaat ggattttctt cagcactgat
gaaataacca cacgctatag gaatacaatg tccaacgggg gattgcaaag atctgtcatc

ctgtcagcac ttattctgcet acgagetgtt actggattct ctggagatgg aagagctata
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gcgecgeccg
cggccgecge

gcctectgee

ggcegtggge
gtccatctgg
cagtctgcceg
cagctacaac
ccgcecttetee
cgaggggctg
cgtggtcacce
ggccaaccgce
cggcggtcag
ctacgccacce
ggcgcacaac
tcccactcag
aatgaccgac
tgccaaaccc
tattctgect
tgctetttge
ccaattggaa
tcctcaaata
tgccaaatat
ggatggggtg
cagaggttac
gttgttgcca
tcctttacct
tgttgacaac

ctatcactag

cggcecgecge
ctgegtgegg

cccgaggecg

agcgccgect
gacacgttca
ttgggcgece
aacgtcttcce
atctcgtggg
cgctactace
ctgtaccact
gccctggecg
gtcaagtact
gggcgcctgg
ctcectectgg
ggaggtcagg
cacagcatca
gtatttattg
gattttactg
tttggaccca
tctceccaace
tttattgtgg
atgtattacc
gatgtcatcg
agcatcaggc
aagtcttcag
gaaaatcagc

tacattcaag

44

cgcagtcgcet
agccgggcga

cgggcctcett

accagaccga
cccaccacce
cgtecgeeget
gcgacacgga
cgcgagtgcet
ggcgectget
gggacctgcee
accacttcag
ggatcaccat
cccccggeat
ctcatgccaa
tgtccattge
aagaatgtca
atggtgacta
aatctgagaa
ccttgagttt
tgaggcaact
aaaatggctg
tcaaaaagtt
ggtataccgce
gtggactctt
ccttgttcecta
ccctagaagg

taagtcagct

gtcgcetgetg
cggcgcgcag

ccagggcacce

gggcggetgg
cctggcaccce
gcagcccgece
ggcgcectgege
ccccaatgge
ggagcggctg
ccagecgectg
ggattacgcg
cgacaacccce
ccggggecage
agtctggcat
cctaagctcet
aaaatctctg
tcecegagage
aaagttcatc
tcaacttttg
gctttectgg
gtttgtctca
catcatggaa
atggtccctce
ctatgttgac
ccaaaagctg
gacatttccce

gacaaaacca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1650

60

120

180



tggtctaaaa
ttccctaaaa
aagaaggatg
gtcagcagca
ctggatttta
gatggaatag
gctctagtge
gcactacaag
tatgccacat
aacccatatc
ggaaatttag
tggcataact
ggatctcatt
caatccatgg
ccagagggga
catgagatga
cccctaaaca
aactggatta
acagacagtc
agccaggtge
tctetectgg
gtggatttta
cagatcatac
tttccetgtg
tcgtcececcac
ttgcaccgag
aacatcaaaa
ctggattggg
aggtactaca
ctgtattatc

tggctgaacc

atcctaattt
actttttctg
gaaaaggacc
cgaatggttce
taggagtttc
taacagttgce
ttagaaacat
aaaaatatgg
actgtttcca
tagtggcettg
cagctgtcta
acaacacaca
ggatcgagcece
tttctgtget
tgagaaagaa
gaggcacagc
ccatggctaa
aactggaata
gtgtgaaaac
ttcaagcaat
atggctttga
acagtaaaca
gagaaaatgg
acttctecctg
agttcagcga
tggaaggggt
aacaacttga
ccteggtect
ggtgcgtggt
cgacccacgce

catcgacgge
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tactccggta
gggtattggg
ttctatatgg
cagtgacagt
tttttatcaa
caacgcaaaa
tgaacctata
ggggtggaaa

gatgtttggg

gcatgggtat
cactgtggga
tttcegecca
aaaccggteg
tggatggttt
gttgttctcc
tgatttcettt
aatgggacaa
caacaaccct
agaagacacc
aaggttagat
atggcaggat
gaaagagcgg
tttttcttta
gggtgtcact
tcctcecatcetg
gaggctgaaa
gatgttggca
tceccactgge
cagtgagggg
ccacctaggce

cgaggccttc

aatgaaagtc
actggagcat
gatcatttca
tatatttttc
ttttcaattt
ggtctgcagt
gttactttat
aatgatacca
gaccgtgtcea
gggacaggta
cacaacttga
catcagaagg
gaaaacacga
gccaacccta
gttctaccca
gcettttett
aatgtttcac
cgaatcttga
acggccatct
gaaatacgag
gcttacacca
aaacctaagt
aaagagtcca
gaatctgttc
tacgtgtgga
acacgacccg
agaatgaaag
aacctgtcceg
ctgaagcttg
ctcececegage

caggcctacg

45

agctgtttet
tgcaagtgga
tccacacaca
tggaaaaaga
cctggccaag
actacagtac
accactggga
taatagatat
aatattggat
tgcatgeccecce
tcaaggctca
gttggttatc
tggatatatt
tccatgggga
ttttctectga
ttggacccaa
ttaatttaag
ttgctgagaa
acatgatgaa
tgtttggtta
tcegecgagg
cttcagcaca
cgccagatgt
ttaagcccga
acgccactgg
ctcaatgcac
tcacccacta
cggtgaaccg
gcatctcecege

ctctgttgeca

ctgggetgtyg

ctatgacact
agggagttgg
ccttaaaaat
cttatcagcecce
gcttttecce
tcttcetggac
tttgecctttg
cttcaatgac
tacaattcac
tggagagaag
ctcgaaagtt
gatcacgttg
caaatgtcaa
tggcgactat
agcagagaag
caacttcaag
agaagcgctg
tggctggttce
gaatttcctce
tactgectgg
attattttat
ctactacaaa
gcagggccag
gtctgtggcet
caacagactg
agattttgta
ccggtttget
acaggccctg
gatggtcacc
tgcegacggg

cttccaggag

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040
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ctgggggacc tggtgaagct ctggatcacc atcaacgagc ctaaccgget aagtgacatce 2100
tacaaccgect ctggcaacga cacctacggg gcggcgcaca acctgetggt ggcccacgece 2160
ctggecctgge gectctacga cecggcagttce aggecctcac agegeggggce cgtgtegetg 2220
tcgetgecacg cggactggge ggaacccgece aacccctatg ctgactcgeca ctggagggceg 2280
gccgageget tcecectgecagtt cgagatcgece tggttcecgecg agecgetcectt caagaccggg 2340
gactaccccg cggccatgag ggaatacatt gecctccaage accgacgggg getttcecage 2400
tecggecectge cgegectcac cgaggccgaa aggaggcetge tcaagggcac ggtcgacttce 2460
tgcgegetca accacttcac cactaggttce gtgatgcacg agcagetgge cggcagecge 2520
tacgactcgg acagggacat ccagtttctg caggacatca cccgecctgag ctcccccacg 2580
cgcectggetg tgattcectg gggggtgege aagetgetge ggtgggtccg gaggaactac 2640
ggcgacatgg acatttacat caccgccagt ggcatcgacg accaggctct ggaggatgac 2700
cggctccgga agtactacct agggaagtac cttcaggagg tgctgaaage atacctgatt 2760
gataaagtca gaatcaaagg ctattatgca ttcaaactgg ctgaagagaa atctaaaccc 2820
agatttggat tcttcacatc tgattttaaa gctaaatcct caatacaatt ttacaacaaa 2880
gtgatcagca gcaggggctt cccttttgag aacagtagtt ctagatgcag tcagacccaa 2940
gaaaatacag agtgcactgt ctgcttattc cttgtgcaga agaaaccact gatattcctg 3000
ggttgttgct tcttctccac cctggttcta ctcecttatcaa ttgecatttt tcaaaggcag 3060
aagagaagaa agttttggaa agcaaaaaac ttacaacaca taccattaaa gaaaggcaag 3120
agagttgtta gctaa 3135

<210> 5

<211> 1704

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5

46
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atgaagccag tgtgggtcgc cacccttetg tggatgctac tgetggtgece caggetgggg 60
gccgeeccgga aggggtcccce agaagaggec tecttctact atggaacctt cecctettgge 120
ttecteectggg gegtgggecag ttetgectac cagacggagg gegectggga ccaggacggg 180
aaagggccta gcatctggga cgtcttcaca cacagtggga aggggaaagt gcttgggaat 240
gagacggcag atgtagcctg tgacggctac tacaaggtcc aggaggacat cattctgetg 300
agggaactgc acgtcaacca ctaccgattc tccctgtett ggecccegget cctgeccaca 360
ggcatccgag ccgagcaggt gaacaagaag ggaatcgaat tctacagtga tcttatcgat 420
gcecttetga gcagcaacat cactcecccate gtgaccttge accactggga tcetgecacag 480
ctgctccagg tcaaatacgg tgggtggcag aatgtgagca tggccaacta cttcagagac 540
tacgccaacc tgtgctttga ggecctttggg gaccgtgtga agcactggat cacgttcagt 600
gatcctecggg caatggcaga aaaaggctat gagacgggcce accatgegec gggcctgaag 660
ctcegeggeca ccggectgta caaggcagca caccacatca ttaaggccca cgccaaagcece 720
tggcattctt ataacaccac gtggcgcagc aagcagcaag gtctggtggg aatttcattg 780
aactgtgact ggggggaacc tgtggacatt agtaacccca aggacctaga ggctgecgag 840
agatacctac agttctgtct gggctggttt gccaacccca tttatgecgg tgactacccce 900
caagtcatga aggactacat tggaagaaag agtgcagagc aaggcctgga gatgtcgagg 960
ttaccggtgt tctcactcca ggagaagagc tacattaaag gcacatccga tttcecttggga 1020
ttaggtcatt ttactactcg gtacatcacg gaaaggaact acccctcecg ccaggggcecce 1080
agctaccaga acgatcgtga cttgatagag ctggttgacc caaactggcc agatctgggg 1140
tctaaatggce tatattctgt gccatgggga tttaggaggce tccttaactt tgctcagact 1200
caatacggtg atcctcccat atatgtgatg gaaaatggag catctcaaaa attccactgt 1260
actcaattat gtgatgagtg gagaattcaa taccttaaag gatacataaa tgaaatgcta 1320
aaagctataa aagatggtgc taatataaag gggtatactt cctggtctct gttggataag 1380
tttgaatggg agaaaggata ctcagataga tatggattct actatgttga atttaacgac 1440
agaaataagc ctcgctatcc aaaggcttca gttcaatatt acaagaagat tatcattgcecce 1500
aatgggtttc ccaatccaag agaggtggaa agttggtacc tcaaagcttt ggaaacttge 1560
tctatcaaca atcagatgct tgctgcagag cccttgctaa gtcacatgca aatggttacg 1620
gagatcgtgg tacccactgt ctgctceccte tgtgtcectca tcactgetgt tctactaatg 1680
ctcectectga ggaggcagag ctga 1704

<210>6

<211>1012

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6
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Met Pro

Leu Ser

Ala Glu

Pro Ala
50

Ala

Leu

Pro

35

Pro
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Ser Ala Pro Pro Arg Arg

5

Leu Leu Val Leu Leu Gly

20

Gly Asp Gly Ala Gln Thr

Glu Ala Ala Gly Leu Phe

55

40

25

48

Pro Arg Pro Pro Pro Pro Ser
10 15

Leu Gly Gly Arg Arg Leu Arg
30

Trp Ala Arg Phe Ser Arg Pro
45

Gln Gly Thr Phe Pro Asp Gly
60



Phe

65

Gln

Pro

Ala

Tyr

Thr

145

Ser

Leu

His

Asn

Arg

225

Tyr

Ile

Leu

Thr

Pro
305

Leu

Gln

Leu

Pro

Asn

130

His

Ala

Glu

Trp

Arg

210

His

val

Arg

Ala

Gln

290

Arg

Trp

His

Ala

Ser

115

Asn

Tyr

Gly

Arg

Asp

195

Ala

Phe

val

Gly

His

275

Gly

Arg

Ala

Gly

Pro

100

Pro

Val

Arg

vVal

Leu

180

Leu

Leu

Gly

Ala

Ser

260

Ala

Gly

Met

val

Lys

85

Pro

Leu

Phe

Phe

Pro

165

Arg

Pro

Ala

Gly

Trp

245

Pro

Lys

Gln

Thr
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Gly

70

Gly

Gly

Gln

Arg

Ser

150

Asn

Glu

Gln

Asp

Gln

230

His

Arg

val

Val

Asp
310

Ser

Ala

Asp

Pro

Asp

135

Ile

Arg

Leu

Arg

His

215

val

Gly

Leu

Trp

Ser

295

His

Ala Ala

Ser Ile

Ser Arg
105

Ala Thr
120

Thr Glu

Ser Trp

Glu Gly

Gly Vval

185

Leu Gln
200

Phe Arg

Lys Tyr

Tyr Ala

Gly Tyr

265

His Leu
280

Ile Ala

Ser Ile

49

Tyr

Trp

90

Asn

Gly

Ala

Ala

Leu

170

Gln

Asp

Asp

Trp

Thr

250

Leu

Tyr

Leu

Lys

Gln

75

Asp

Ala

Asp

Leu

Arg

155

Arg

Pro

Ala

Tyr

Ile

235

Gly

Val

Asn

Ser

Glu
315

Thr

Thr

Ser

Val

Arg

140

val

Tyr

val

Tyr

Ala

220

Thr

Arg

Ala

Thr

Ser

300

Cys

Glu

Phe

Leu

Ala

125

Glu

Leu

Tyr

Val

Gly

205

Glu

Ile

Leu

His

Ser

285

His

Gln

Gly

Thr

Pro

110

Ser

Leu

Pro

Arg

Thr

190

Gly

Leu

Asp

Ala

Asn

270

Phe

Trp

Lys

Gly

His

95

Leu

Asp

Gly

Asn

Arg

175

Leu

Trp

Cys

Asn

Pro

255

Leu

Arg

Ile

Ser

Trp

80

His

Gly

Ser

vVal

Gly

160

Leu

Tyr

Ala

Phe

Pro

240

Gly

Leu

Pro

Asn

Leu
320



Asp

Tyr

Thr

Leu

Lys

385

Ile

Trp

Tyr

Gly

Glu

465

Phe

Tyr

Gln

Asp

Asn

545

Asp

Phe

Pro

Glu

Cys

370

Phe

Asp

Phe

Leu

Val

450

Trp

Leu

Gln

Pro

Asn

530

Val

Gly

val

Glu

Ser

355

Phe

Arg

Leu

val

Lys

435

Asp

His

Ser

Lys

Leu

515

Tyr

Tyr

Val

Leu

Ser

340

Glu

Gly

Gln

Glu

Ser

420

Lys

Val

Arg

Gln

Leu

500

Glu

Ile

Leu

Val

Gly

325

Met

Lys

Pro

Leu

Phe

405

Gly

Phe

Ile

Gly

Asp

485

Ile

Gly

Gln

Trp

Thr

Trp

Lys

Lys

Thr

Glu

390

Asn

Thr

Ile

Gly

Tyr

470

Lys

Glu

Thr

Val

Asp

550

Lys
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Phe

Asn

Phe

Leu

375

Ser

His

Thr

Met

Tyr

455

Ser

Met

Lys

Phe

Asp

535

Val

Lys

Ala

Asn

Ile

360

Ser

Pro

Pro

Lys

Glu

440

Thr

Ile

Leu

Asn

Pro

520

Thr

His

Arg

Lys

Leu

345

Lys

Phe

Asn

Gln

Arg

425

Thr

Ala

Arg

Leu

Gly

505

Cys

Thr

His

Lys

50

Pro

330

Ser

Gly

Gln

Leu

Ile

410

Asp

Leu

Trp

Arg

Pro

490

Phe

Asp

Leu

Ser

Ser

Val

Ser

Thr

Leu

Arg

395

Phe

Asp

Lys

Ser

Gly

475

Lys

Pro

Phe

Ser

Lys

555

Tyr

Phe

Ile

Ala

Leu

380

Gln

Ile

Ala

Ala

Leu

460

Leu

Ser

Pro

Ala

Gln

540

Arg

Cys

Ile

Leu

Asp

365

Asp

Leu

Val

Lys

Ile

445

Met

Phe

Ser

Leu

Trp

525

Phe

Leu

Val

Asp

Pro

350

Phe

Pro

Leu

Glu

Tyr

430

Lys

Asp

Tyr

Ala

Pro

510

Gly

Thr

Ile

Asp

Gly

335

Asp

Phe

His

Ser

Asn

415

Met

Leu

Gly

val

Leu

495

Glu

val

Asp

Lys

Phe

Asp

Phe

Ala

Met

Trp

400

Gly

Tyr

Asp

Phe

Asp

480

Phe

Asn

Val

Leu

Val

560

Ala



Ala

Phe

Ser

Glu

625

Met

Trp

Cys

Glu

Lys

705

Ala

Pro

Leu

Asp

Leu

785

Phe

Ile

Arg

Gln

610

Leu

Ala

Glu

Phe

Pro

690

Ala

Gln

Ala

Glu

Tyr

770

Leu

Asp

Gln

Phe

595

Val

vVal

Pro

Asn

Gln

675

Tyr

His

Asn

Cys

Phe

755

Pro

Pro

Phe

Pro

580

Ser

Asn

Arg

Asn

Pro

660

Glu

Thr

Ala

Gly

Pro

740

Asp

Trp

Tyr

Leu

565

Gln

Leu

His

val

Gln

645

Tyr

Leu

Arg

Leu

Lys

725

Phe

Ile

vVal

Phe

Ala
805
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Ile

Asp

Thr

Asn

630

Gly

Thr

Gly

Asn

Ala

710

Ile

Ser

Gly

Met

Thr

790

Leu

Ala

Trp

Ile

615

Ile

Leu

Ala

His

Met

695

Trp

Ser

Gln

Trp

Arg

775

Glu

Ser

Leu

Ala

600

Leu

Thr

Pro

Leu

His

680

Thr

His

Ile

Lys

Leu

760

Asp

Asp

His

Leu

585

Leu

Gln

Pro

Arg

Ala

665

Val

Tyr

Val

Ala

Asp

745

Ala

Trp

Glu

Tyr

51

570

Gln

Ile

Tyr

Val

Leu

650

Phe

Lys

Ser

Tyr

Leu

730

Lys

Glu

Leu

Lys

Thr
810

Glu

Leu

Tyr

val

635

Leu

Ala

Leu

Ala

Asn

715

Gln

Glu

Pro

Asn

Lys

795

Thr

Met

Pro

Arg

620

Ala

Ala

Glu

Trp

Gly

700

Glu

Ala

vVal

Ile

Gln

780

Leu

Ile

His

Leu

605

Cys

Leu

Arg

Tyr

Ile

685

His

Lys

Asp

Ala

Phe

765

Arg

Ile

Leu

vVal

590

Gly

Met

Trp

Gln

Ala

670

Thr

Asn

Phe

Trp

Glu

750

Gly

Asn

Gln

val

575

Thr

Asn

Ala

Gln

Gly

655

Arg

Met

Leu

Arg

Ile

735

Arg

Ser

Asn

Gly

Asp
815

His

Gln

Ser

Pro

640

Ala

Leu

Asn

Leu

His

720

Glu

Val

Gly

Phe

Thr

800

Ser
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Glu Lys Glu Asp Pro Ile Lys Tyr Asn Asp Tyr Leu Glu Val Gln Glu
820 825 830

Met Thr Asp Ile Thr Trp Leu Asn Ser Pro Ser Gln Val Ala Val Val
835 840 845

Pro Trp Gly Leu Arg Lys Val Leu Asn Trp Leu Lys Phe Lys Tyr Gly
850 855 860

Asp Leu Pro Met Tyr Ile Ile Ser Asn Gly Ile Asp Asp Gly Leu His
865 870 875 880

Ala Glu Asp Asp Gln Leu Arg Val Tyr Tyr Met Gln Asn Tyr Ile Asn
885 890 895

Glu Ala Leu Lys Ala His Ile Leu Asp Gly Ile Asn Leu Cys Gly Tyr
900 905 910

Phe Ala Tyr Ser Phe Asn Asp Arg Thr Ala Pro Arg Phe Gly Leu Tyr
915 920 925

Arg Tyr Ala Ala Asp Gln Phe Glu Pro Lys Ala Ser Met Lys His Tyr
930 935 940

Arg Lys Ile Ile Asp Ser Asn Gly Phe Pro Gly Pro Glu Thr Leu Glu
945 950 955 960

Arg Phe Cys Pro Glu Glu Phe Thr Val Cys Thr Glu Cys Ser Phe Phe
965 970 975

His Thr Arg Lys Ser Leu Leu Ala Phe Ile Ala Phe Leu Phe Phe Ala
980 985 990

Ser Ile Ile Ser Leu Ser Leu Ile Phe Tyr Tyr Ser Lys Lys Gly Arg
995 1000 1005

Arg Ser Tyr Lys
1010
<210>7
<211> 1021
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 7

Met Pro Ala Ser Ala Pro Pro Arg Arg Pro Arg Pro Pro Pro Pro Ser
1 5 10 15
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Leu Ser Leu Leu Leu Val Leu Leu Gly Leu Gly Gly Arg Arg Leu Arg
20 25 30

Ala Glu Pro Gly Asp Gly Ala Gln Thr Trp Ala Arg Phe Ser Arg Pro
35 40 45

Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly Leu Phe Gln Gly Thr Phe Pro Asp Gly
50 55 60

Phe Leu Trp Ala Val Gly Ser Ala Ala Tyr Gln Thr Glu Gly Gly Trp

Gln Gln His Gly Lys Gly Ala Ser Ile Trp Asp Thr Phe Thr His His
85 90 95

Pro Leu Ala Pro Pro Gly Asp Ser Arg Asn Ala Ser Leu Pro Leu Gly
100 105 110

Ala Pro Ser Pro Leu Gln Pro Ala Thr Gly Asp Val Ala Ser Asp Ser
115 120 125

Tyr Asn Asn Val Phe Arg Asp Thr Glu Ala Leu Arg Glu Leu Gly Val
130 135 140

Thr His Tyr Arg Phe Ser Ile Ser Trp Ala Arg Val Leu Pro Asn Gly
145 150 155 160

Ser Ala Gly Val Pro Asn Arg Glu Gly Leu Arg Tyr Tyr Arg Arg Leu
165 170 175

Leu Glu Arg Leu Arg Glu Leu Gly Val Gln Pro Val Val Thr Leu Tyr
180 185 1390

His Trp Asp Leu Pro Gln Arg Leu Gln Asp Ala Tyr Gly Gly Trp Ala
195 200 205

Asn Arg Ala Leu Ala Asp His Phe Arg Asp Tyr Ala Glu Leu Cys Phe
210 215 220

Arg His Phe Gly Gly Gln Val Lys Tyr Trp Ile Thr Ile Asp Asn Pro
225 230 235 240

Tyr Val Val Ala Trp His Gly Tyr Ala Thr Gly Arg Leu Ala Pro Gly
245 250 255

Ile Arg Gly Ser Pro Arg Leu Gly Tyr Leu Val Ala His Asn Leu Leu
260 265 270
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Leu Ala His Ala Lys Val Trp His Leu Tyr Asn Thr Ser Phe Arg Pro
275 280 285

Thr Gln Gly Gly Gln Val Ser Ile Ala Leu Ser Ser His Trp Ile Asn
290 295 300

Pro Arg Arg Met Thr Asp His Ser Ile Lys Glu Cys Gln Lys Ser Leu
305 310 315 320

Asp Phe Val Leu Gly Trp Phe Ala Lys Pro Val Phe Ile Asp Gly Asp
325 330 335

Tyr Pro Glu Ser Met Lys Asn Asn Leu Ser Ser Ile Leu Pro Asp Phe
340 345 350

Thr Glu Ser Glu Lys Lys Phe Ile Lys Gly Thr Ala Asp Phe Phe Ala
355 360 365

Leu Cys Phe Gly Pro Thr Leu Ser Phe Gln Leu Leu Asp Pro His Met
370 375 380

Lys Phe Arg Gln Leu Glu Ser Pro Asn Leu Arg Gln Leu Leu Ser Trp
385 390 395 400

Ile Asp Leu Glu Phe Asn His Pro Gln Ile Phe Ile Val Glu Asn Gly
405 410 415

Trp Phe Val Ser Gly Thr Thr Lys Arg Asp Asp Ala Lys Tyr Met Tyr
420 425 430

Tyr Leu Lys Lys Phe Ile Met Glu Thr Leu Lys Ala Ile Lys Leu Asp
435 440 445

Gly Val Asp Val Ile Gly Tyr Thr Ala Trp Ser Leu Met Asp Gly Phe
450 455 460

Glu Trp His Arg Gly Tyr Ser Ile Arg Arg Gly Leu Phe Tyr Val Asp
465 470 475 480

Phe Leu Ser Gln Asp Lys Met Leu Leu Pro Lys Ser Ser Ala Leu Phe
485 490 495

Tyr Gln Lys Leu Ile Glu Lys Asn Gly Phe Pro Pro Leu Pro Glu Asn
500 505 510

Gln Pro Leu Glu Gly Thr Phe Pro Cys Asp Phe Ala Trp Gly Val Val
515 520 525
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Asp

Asn

545

Asp

Ala

Phe

Ser

Glu

625

Met

Trp

Cys

Glu

Lys

705

Ala

Pro

Leu

Asp

Asn

530

val

Gly

Ile

Arg

Gln

610

Leu

Ala

Glu

Phe

Pro

690

Ala

Gln

Ala

Glu

Tyr

Tyr

Tyr

vVal

Gln

Phe

595

val

val

Pro

Asn

Gln

675

Tyr

His

Asn

Cys

Phe

755

Pro

Ile

Leu

Val

Pro

580

Ser

Asn

Arg

Asn

Pro

660

Glu

Thr

Ala

Gly

Pro

740

Asp

Trp

Gln

Trp

Thr

565

Gln

Leu

His

val

Gln

645

Tyr

Leu

Arg

Leu

Lys

725

Phe

Ile

val

val

Asp

550

Lys

Ile

Asp

Thr

Asn

630

Gly

Thr

Gly

Asn

Ala

710

Ile

Ser

Gly

Met
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Asp

535

vVal

Lys

Ala

Trp

Ile

615

Ile

Leu

Ala

His

Met

695

Trp

Ser

Gln

Trp

Arg

Thr

His

Arg

Leu

Ala

600

Leu

Thr

Pro

Leu

His

680

Thr

His

Ile

Lys

Leu

760

Asp

Thr

His

Lys

Leu

585

Leu

Gln

Pro

Arg

Ala

665

Val

Tyr

Val

Ala

Asp

745

Ala

Trp

55

Leu

Ser

Ser

570

Gln

Ile

Tyr

val

Leu

650

Phe

Lys

Ser

Tyr

Leu

730

Lys

Glu

Leu

Ser

Lys

555

Tyr

Glu

Leu

Tyr

val

635

Leu

Ala

Leu

Ala

Asn

715

Gln

Glu

Pro

Asn

Gln

540

Arg

Cys

Met

Pro

Arg

620

Ala

Ala

Glu

Trp

Gly

700

Glu

Ala

Val

Ile

Gln

Phe

Leu

Val

His

Leu

605

Cys

Leu

Arg

Tyr

Ile

685

His

Lys

Asp

Ala

Phe

765

Arg

Thr

Ile

Asp

val

590

Gly

Met

Trp

Gln

Ala

670

Thr

Asn

Phe

Trp

Glu

750

Gly

Asn

Asp

Lys

Phe

575

Thr

Asn

Ala

Gln

Gly

655

Arg

Met

Leu

Arg

Ile

735

Arg

Ser

Asn

Leu

Val

560

Ala

His

Gln

Ser

Pro

640

Ala

Leu

Asn

Leu

His

720

Glu

val

Gly

Phe
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770 775 780

Leu Leu Pro Tyr Phe Thr Glu Asp Glu Lys Lys Leu Ile Gln Gly Thr
785 790 795 800

Phe Asp Phe Leu Ala Leu Ser His Tyr Thr Thr Ile Leu Val Asp Ser
805 810 815

Glu Lys Glu Asp Pro Ile Lys Tyr Asn Asp Tyr Leu Glu Val Gln Glu
820 825 830

Met Thr Asp Ile Thr Trp Leu Asn Ser Pro Ser Gln Val Ala Val Val
835 840 845

Pro Trp Gly Leu Arg Lys Val Leu Asn Trp Leu Lys Phe Lys Tyr Gly
850 855 860

Asp Leu Pro Met Tyr Ile Ile Ser Asn Gly Ile Asp Asp Gly Leu His
865 870 875 880

Ala Glu Asp Asp Gln Leu Arg Val Tyr Tyr Met Gln Asn Tyr Ile Asn
885 890 895

Glu Ala Leu Lys Ala His Ile Leu Asp Gly Ile Asn Leu Cys Gly Tyr
900 905 910

Phe Ala Tyr Ser Phe Asn Asp Arg Thr Ala Pro Arg Phe Gly Leu Tyr
915 920 925

Arg Tyr Ala Ala Asp Gln Phe Glu Pro Lys Ala Ser Met Lys His Tyr
930 935 940

Arg Lys Ile Ile Asp Ser Asn Gly Phe Pro Gly Pro Glu Thr Leu Glu
945 950 955 960

Arg Phe Cys Pro Glu Glu Phe Thr Val Cys Thr Glu Cys Ser Phe Phe
965 970 975

His Thr Arg Lys Ser Leu Leu Ala Phe Ile Ala Phe Leu Phe Phe Ala
980 985 990

Ser Ile Ile Ser Leu Ser Leu Ile Phe Tyr Tyr Ser Lys Lys Gly Arg
995 1000 1005

Arg Ser Tyr Lys Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala
1010 1015 1020
<210> 8
<211> 549
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8
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Met

Leu

Ala

Pro

Phe

Gln

Pro

Ala

Tyr

Thr

145

Ser

Leu

His

Asn

Pro

Ser

Glu

Ala

50

Leu

Gln

Leu

Pro

Asn

130

His

Ala

Glu

Trp

Arg
210

Ala

Leu

Pro

35

Pro

Trp

His

Ala

Ser

115

Asn

Tyr

Gly

Arg

Asp

195

Ala

Ser

Leu

20

Gly

Glu

Ala

Gly

Pro

100

Pro

val

Arg

Val

Leu

180

Leu

Leu

Ala

Leu

Asp

Ala

Val

Lys

85

Pro

Leu

Phe

Phe

Pro

165

Arg

Pro

Ala
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Pro

Val

Gly

Ala

Gly

70

Gly

Gly

Gln

Arg

Ser

150

Asn

Glu

Gln

Asp

Pro

Leu

Ala

Gly

55

Ser

Ala

Asp

Pro

Asp

135

Ile

Arg

Leu

Arg

His
215

Arg Arg

Leu Gly

25

Gln Thr

40

Leu Phe

Ala Ala

Ser Ile

Ser Arg

105

Ala Thr

120

Thr Glu

Ser Trp

Glu Gly

Gly Vval

185

Leu Gln

200

Phe

Arg

57

Pro

10

Leu

Trp

Gln

Tyr

Trp

90

Asn

Gly

Ala

Ala

Leu

170

Gln

Asp

Asp

Arg

Gly

Ala

Gly

Gln

75

Asp

Ala

Asp

Leu

Arg

155

Arg

Pro

Ala

Tyr

Pro

Gly

Arg

Thr

60

Thr

Thr

Ser

Val

Arg

140

Val

Tyr

Val

Tyr

Ala
220

Pro

Arg

Phe

45

Phe

Glu

Phe

Leu

Ala

125

Glu

Leu

Tyr

Val

Gly

205

Glu

Pro

Arg

Ser

Pro

Gly

Thr

Pro

110

Ser

Leu

Pro

Arg

Thr

130

Gly

Leu

Gln

15

Leu

Arg

Asp

Gly

His

95

Leu

Asp

Gly

Asn

Arg

175

Leu

Trp

Cys

Ser

Arg

Pro

Gly

Trp

80

His

Gly

Ser

vVal

Gly

160

Leu

Tyr

Ala

Phe



Arg

225

Tyr

Ile

Leu

Thr

Pro

305

Asp

Tyr

Thr

Leu

Lys

385

Ile

Trp

Tyr

Gly

Glu
465

His

Val

Arg

Ala

Gln

290

Arg

Phe

Pro

Glu

Cys

370

Phe

Asp

Phe

Leu

Val

450

Trp

Phe

val

Gly

His

275

Gly

Arg

Val

Glu

Ser

355

Phe

Arg

Leu

Val

Lys

435

Asp

His

Gly

Ala

Ser

260

Ala

Gly

Met

Leu

Ser

340

Glu

Gly

Gln

Glu

Ser

420

Lys

Val

Arg

Gly

Trp

245

Pro

Lys

Gln

Thr

Gly

325

Met

Lys

Pro

Leu

Phe

405

Gly

Phe

Ile

Gly

Gln

230

His

Arg

Val

val

Asp

310

Trp

Lys

Lys

Thr

Glu

330

Asn

Thr

Ile

Gly

Tyr
470
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Val

Gly

Leu

Trp

Ser

295

His

Phe

Asn

Phe

Leu

375

Ser

His

Thr

Met

Tyr

455

Ser

Lys

Tyr

Gly

His

280

Ile

Ser

Ala

Asn

Ile

360

Ser

Pro

Pro

Lys

Glu

440

Thr

Ile

Tyr

Ala

Tyr

265

Leu

Ala

Ile

Lys

Leu

345

Lys

Phe

Asn

Gln

Arg

425

Thr

Ala

Arg

58

Trp

Thr

250

Leu

Tyr

Leu

Lys

Pro

330

Ser

Gly

Gln

Leu

Ile

410

Asp

Leu

Trp

Arg

Ile

235

Gly

Val

Asn

Ser

Glu

315

Val

Ser

Thr

Leu

Arg

395

Phe

Asp

Lys

Ser

Gly
475

Thr

Arg

Ala

Thr

Ser

300

Cys

Phe

Ile

Ala

Leu

380

Gln

Ile

Ala

Ala

Leu

460

Leu

Ile

Leu

His

Ser

285

His

Gln

Ile

Leu

Asp

365

Asp

Leu

vVal

Lys

Ile

445

Met

Phe

Asp

Ala

Asn

270

Phe

Trp

Lys

Asp

Pro

350

Phe

Pro

Leu

Glu

Tyr

430

Lys

Asp

Tyr

Asn

Pro

255

Leu

Arg

Ile

Ser

Gly

335

Asp

Phe

His

Ser

Asn

415

Met

Leu

Gly

vVal

Pro

240

Gly

Leu

Pro

Asn

Leu

320

Asp

Phe

Ala

Met

Trp

400

Gly

Tyr

Asp

Phe

Asp
480



10

Phe

Tyr

Gln

Asp

Thr
545

<210>9
<211> 1044
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9

Met

Phe

Gly

Ala

Pro

65

Phe

Glu

Phe

Asp

Leu

Gln

Pro

Asn

530

Lys

Lys

Ser

Gly

Val

50

Asn

Pro

Gly

Ile

Ser
130

Ser

Lys

Leu

515

Tyr

Pro

Pro

Thr

Leu

35

Thr

Phe

Lys

Ser

His

115

Tyr

Gln

Leu

500

Glu

Ile

Tyr

Gly

Asp

20

Gln

Gly

Thr

Asn

Trp

100

Thr

Ile

Asp

485

Ile

Gly

Gln

His

Cys

Glu

Arg

Phe

Pro

Phe

85

Lys

His

Phe
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Lys

Glu

Thr

Vval

Ala

Ile

Ser

Ser

Val

70

Phe

Lys

Leu

Leu

Met

Lys

Phe

Ser
535

Ala

Thr

val

Gly

Asn

Trp

Asp

Lys

Glu
135

Leu

Asn

Pro

520

Gln

Gly

Thr

Ile

40

Asp

Glu

Gly

Gly

Asn

120

Lys

Leu Pro Lys Ser
490

Gly Phe Pro Pro
505

Cys Asp Phe Ala

Leu Thr Lys Pro
540

Ser Pro Gly Asn
10

Arg Tyr Arg Asn
25

Leu Ser Ala Leu

Gly Arg Ala Ile
60

Ser Gln Leu Phe
75

Ile Gly Thr Gly
90

Lys Gly Pro Ser
105

Val Ser Ser Thr

Asp Leu Ser Ala
140

59

Ser

Leu

Trp

525

Ile

Glu

Thr

Ile

45

Trp

Leu

Ala

Ile

Asn

125

Leu

Ala

Pro

510

Gly

Ser

Trp

Met

30

Leu

Ser

Tyr

Leu

Trp

110

Gly

Asp

Leu

495

Glu

Val

Ser

Ile

15

Ser

Leu

Lys

Asp

Gln

95

Asp

Ser

Phe

Phe

Asn

Val

Leu

Phe

Asn

Arg

Asn

Thr

80

Val

His

Ser

Ile



Gly

145

Asp

Thr

Leu

Trp

Cys

225

Asn

Pro

Leu

Arg

Ile

305

Gln

Asp

Pro

Phe

Met
385

vVal

Gly

Leu

Tyr

Lys

210

Phe

Pro

Gly

Ile

Pro

290

Glu

Ser

Gly

Ile

Phe

370

Ala

Ser

Ile

Leu

His

195

Asn

Gln

Tyr

Glu

Lys

275

His

Pro

Met

Asp

Phe

355

Ala

Lys

Phe

val

Asp

180

Trp

Asp

Met

Leu

Lys

260

Ala

Gln

Asn

Val

Tyr

340

Ser

Phe

Met

Tyr

Thr

165

Ala

Asp

Thr

Phe

vVal

245

Gly

His

Lys

Arg

Ser

325

Pro

Glu

Ser

Gly
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Gln

150

val

Leu

Leu

Ile

Gly

230

Ala

Asn

Ser

Gly

Ser

310

Val

Glu

Ala

Phe

Gln
390

Phe

Ala

Val

Pro

Ile

215

Asp

Trp

Leu

Lys

Trp

295

Glu

Leu

Gly

Glu

Gly

375

Asn

Ser Ile

Asn Ala

Leu Arg
185

Leu Ala
200

Asp Ile

Arg Val

His Gly

Ala Ala

265

Val Trp
280

Leu Ser

Asn Thr

Gly Trp

Met Arg

345

Lys His
360

Pro Asn

Val Ser

60

Ser

Lys

170

Asn

Leu

Phe

Lys

Tyr

250

Val

His

Ile

Met

Phe

330

Lys

Glu

Asn

Leu

Trp

155

Gly

Ile

Gln

Asn

Tyr

235

Gly

Tyr

Asn

Thr

Asp

315

Ala

Lys

Met

Phe

Asn
395

Pro

Leu

Glu

Glu

Asp

220

Trp

Thr

Thr

Tyr

Leu

300

Ile

Asn

Leu

Arg

Lys

380

Leu

Arg

Gln

Pro

Lys

205

Tyr

Ile

Gly

Val

Asn

285

Gly

Phe

Pro

Phe

Gly

365

Pro

Arg

Leu

Tyr

Ile

190

Tyr

Ala

Thr

Met

Gly

270

Thr

Ser

Lys

Ile

Ser

350

Thr

Leu

Glu

Phe

Tyr

175

Val

Gly

Thr

Ile

His

255

His

His

His

Cys

His

335

Val

Ala

Asn

Ala

Pro

160

Ser

Thr

Gly

Tyr

His

240

Ala

Asn

Phe

Trp

Gln

320

Gly

Leu

Asp

Thr

Leu
400
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Asn Trp Ile Lys Leu Glu Tyr Asn Asn Pro Arg Ile Leu Ile Ala Glu
405 410 415

Asn Gly Trp Phe Thr Asp Ser Arg Val Lys Thr Glu Asp Thr Thr Ala
420 425 430

Ile Tyr Met Met Lys Asn Phe Leu Ser Gln Val Leu Gln Ala Ile Arg
435 440 445

Leu Asp Glu Ile Arg Val Phe Gly Tyr Thr Ala Trp Ser Leu Leu Asp
450 455 460

Gly Phe Glu Trp Gln Asp Ala Tyr Thr Ile Arg Arg Gly Leu Phe Tyr
465 470 475 480

Val Asp Phe Asn Ser Lys Gln Lys Glu Arg Lys Pro Lys Ser Ser Ala
485 490 495

His Tyr Tyr Lys Gln Ile Ile Arg Glu Asn Gly Phe Ser Leu Lys Glu
500 505 510

Ser Thr Pro Asp Val Gln Gly Gln Phe Pro Cys Asp Phe Ser Trp Gly
515 520 525

Val Thr Glu Ser Val Leu Lys Pro Glu Ser Val Ala Ser Ser Pro Gln
530 535 540

Phe Ser Asp Pro His Leu Tyr Val Trp Asn Ala Thr Gly Asn Arg Leu
545 550 555 560

Leu His Arg Val Glu Gly Val Arg Leu Lys Thr Arg Pro Ala Gln Cys
565 570 575

Thr Asp Phe Val Asn Ile Lys Lys Gln Leu Glu Met Leu Ala Arg Met
580 585 590

Lys Val Thr His Tyr Arg Phe Ala Leu Asp Trp Ala Ser Val Leu Pro
595 600 605

Thr Gly Asn Leu Ser Ala Val Asn Arg Gln Ala Leu Arg Tyr Tyr Arg
610 615 620

Cys Val Val Ser Glu Gly Leu Lys Leu Gly Ile Ser Ala Met Val Thr
625 630 635 640

Leu Tyr Tyr Pro Thr His Ala His Leu Gly Leu Pro Glu Pro Leu Leu
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645 650 655

His Ala Asp Gly Trp Leu Asn Pro Ser Thr Ala Glu Ala Phe Gln Ala
660 665 670

Tyr Ala Gly Leu Cys Phe Gln Glu Leu Gly Asp Leu Val Lys Leu Trp
675 680 685

Ile Thr Ile Asn Glu Pro Asn Arg Leu Ser Asp Ile Tyr Asn Arg Ser
690 695 700

Gly Asn Asp Thr Tyr Gly Ala Ala His Asn Leu Leu Val Ala His Ala
705 710 715 720

Leu Ala Trp Arg Leu Tyr Asp Arg Gln Phe Arg Pro Ser Gln Arg Gly
725 730 735

Ala Val Ser Leu Ser Leu His Ala Asp Trp Ala Glu Pro Ala Asn Pro
740 745 750

Tyr Ala Asp Ser His Trp Arg Ala Ala Glu Arg Phe Leu Gln Phe Glu
755 760 765

Ile Ala Trp Phe Ala Glu Pro Leu Phe Lys Thr Gly Asp Tyr Pro Ala
770 775 780

Ala Met Arg Glu Tyr Ile Ala Ser Lys His Arg Arg Gly Leu Ser Ser
785 790 795 800

Ser Ala Leu Pro Arg Leu Thr Glu Ala Glu Arg Arg Leu Leu Lys Gly
805 810 815

Thr Val Asp Phe Cys Ala Leu Asn His Phe Thr Thr Arg Phe Val Met
820 825 830

His Glu Gln Leu Ala Gly Ser Arg Tyr Asp Ser Asp Arg Asp Ile Gln
835 840 845

Phe Leu Gln Asp Ile Thr Arg Leu Ser Ser Pro Thr Arg Leu Ala Val
850 855 860

Ile Pro Trp Gly Val Arg Lys Leu Leu Arg Trp Val Arg Arg Asn Tyr
865 870 875 880

Gly Asp Met Asp Ile Tyr Ile Thr Ala Ser Gly Ile Asp Asp Gln Ala
885 890 895
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Leu

Glu

Tyr

Phe

945

Val

Ser

Gln

Val

Lys

Gly

<210> 10
<211> 567
<212> PRT

Glu

val

Ala

930

Thr

Ile

Gln

Lys

Leu

1010

Phe

1025

Lys

1040

Asp

Leu

915

Phe

Ser

Ser

Thr

Lys
995

Leu Leu Ser Ile Ala

Asp

900

Lys

Lys

Asp

Ser

Gln

980

Pro

Arg

Ala

Leu

Phe

Arg

965

Glu

Leu
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Leu

Tyr

Ala

Lys

950

Gly

Asn

Ile

Arg

Leu

Glu

935

Ala

Phe

Thr

Phe

Lys Tyr Tyr Leu Gly Lys Tyr Leu Gln
905 910

Ile Asp Lys Val Arg Ile Lys Gly Tyr
920 925

Glu Lys Ser Lys Pro Arg Phe Gly Phe
940

Lys Ser Ser Ile Gln Phe Tyr Asn Lys
955 960

Pro Phe Glu Asn Ser Ser Ser Arg Cys
970 975

Glu Cys Thr Val Cys Leu Phe Leu Val
985 990

Leu Gly Cys Cys Phe Phe Ser Thr Leu
1000 1005

Ile Phe Gln Arg Gln Lys Arg Arg

1015 1020

Trp Lys Ala Lys Asn Leu Gln His Ile Pro Leu Lys Lys
1030 1035

Arg Val Val Ser

<213> Homo sapiens

<400> 10

Met

Pro Arg

Tyr Tyr

Ala Tyr

Lys

50

Pro

Leu

Gly

35

Gln

Val Trp Val Ala

Gly Ala Ala Arg

20

Thr Phe Pro Leu

Thr Glu Gly Ala

5

55

Thr Leu Leu Trp Met Leu Leu Leu Val
10 15

Lys Gly Ser Pro Glu Glu Ala Ser Phe
25 30

Gly Phe Ser Trp Gly Val Gly Ser Ser
40 45

Trp Asp Gln Asp Gly Lys Gly Pro Ser
60
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Ile Trp Asp Val Phe Thr His Ser Gly Lys Gly Lys Val Leu Gly Asn
65 70 75 80

Glu Thr Ala Asp Val Ala Cys Asp Gly Tyr Tyr Lys Val Gln Glu Asp
85 90 95

Ile Ile Leu Leu Arg Glu Leu His Val Asn His Tyr Arg Phe Ser Leu
100 105 110

Ser Trp Pro Arg Leu Leu Pro Thr Gly Ile Arg Ala Glu Gln Val Asn
115 120 125

Lys Lys Gly Ile Glu Phe Tyr Ser Asp Leu Ile Asp Ala Leu Leu Ser
130 135 140

Ser Asn Ile Thr Pro Ile Val Thr Leu His His Trp Asp Leu Pro Gln
145 150 155 160

Leu Leu Gln Val Lys Tyr Gly Gly Trp Gln Asn Val Ser Met Ala Asn
165 170 175

Tyr Phe Arg Asp Tyr Ala Asn Leu Cys Phe Glu Ala Phe Gly Asp Arg
180 185 190

Val Lys His Trp Ile Thr Phe Ser Asp Pro Arg Ala Met Ala Glu Lys
195 200 205

Gly Tyr Glu Thr Gly His His Ala Pro Gly Leu Lys Leu Arg Gly Thr
210 215 220

Gly Leu Tyr Lys Ala Ala His His Ile Ile Lys Ala His Ala Lys Ala
225 230 235 240

Trp His Ser Tyr Asn Thr Thr Trp Arg Ser Lys Gln Gln Gly Leu Val
245 250 255

Gly Ile Ser Leu Asn Cys Asp Trp Gly Glu Pro Val Asp Ile Ser Asn
260 265 270

Pro Lys Asp Leu Glu Ala Ala Glu Arg Tyr Leu Gln Phe Cys Leu Gly
275 280 285

Trp Phe Ala Asn Pro Ile Tyr Ala Gly Asp Tyr Pro Gln Val Met Lys
290 295 300

Asp Tyr Ile Gly Arg Lys Ser Ala Glu Gln Gly Leu Glu Met Ser Arg
305 310 315 320
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Leu

Asp

Asn

Ile

Tyr

385

Gln

Lys

Lys

Tle

Lys

465

Arg

Ile

Tyr

Ala

Pro

545

Leu

Pro

Phe

Tyr

Glu

370

Ser

Tyr

Phe

Gly

Lys

450

Gly

Asn

Ile

Leu

Glu

530

Thr

Leu

Val

Leu

Pro

355

Leu

Val

Gly

His

Tyr

435

Gly

Tyr

Lys

Ile

Lys

515

Pro

val

Leu

Phe

Gly

340

Ser

Val

Pro

Asp

Cys

420

Ile

Tyr

Ser

Pro

Ala

500

Ala

Leu

Cys

Arg

Ser

325

Leu

Arg

Asp

Trp

Pro

405

Thr

Asn

Thr

Asp

Arg

485

Asn

Leu

Leu

Ser

Arg
565
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Leu

Gly

Gln

Pro

Gly

390

Pro

Gln

Glu

Ser

Arg

470

Tyr

Gly

Glu

Ser

Leu

550

Gln

Gln

His

Gly

Asn

375

Phe

Ile

Leu

Met

Trp

455

Tyr

Pro

Phe

Thr

His

535

Cys

Ser

Glu

Phe

Pro

360

Trp

Arg

Tyr

Cys

Leu

440

Ser

Gly

Lys

Pro

Cys

520

Met

val

Lys

Thr

345

Ser

Pro

Arg

val

Asp

425

Lys

Leu

Phe

Ala

Asn

505

Ser

Gln

Leu

65

Ser

330

Thr

Tyr

Asp

Leu

Met

410

Glu

Ala

Leu

Tyr

Ser

490

Pro

Ile

Met

Ile

Tyr

Arg

Gln

Leu

Leu

395

Glu

Trp

Ile

Asp

Tyr

475

Val

Arg

Asn

val

Thr
555

Ile

Tyr

Asn

Gly

380

Asn

Asn

Arg

Lys

Lys

460

val

Gln

Glu

Asn

Thr

540

Ala

Lys

Ile

Asp

365

Ser

Phe

Gly

Ile

Asp

445

Phe

Glu

Tyr

Val

Gln

525

Glu

val

Gly

Thr

350

Arg

Lys

Ala

Ala

Gln

430

Gly

Glu

Phe

Tyr

Glu

510

Met

Ile

Leu

Thr

335

Glu

Asp

Trp

Gln

Ser

415

Tyr

Ala

Trp

Asn

Lys

495

Ser

Leu

vVal

Leu

Ser

Arg

Leu

Leu

Thr

400

Gln

Leu

Asn

Glu

Asp

480

Lys

Trp

Ala

vVal

Met
560
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REIVINDICACIONES

1. Célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente, en la que dicha célula madre comprende un acido
nucleico exdégeno que comprende una region codificante de Klotho unida operativamente a un promotor o una
combinacién de promotor/potenciador, en la que la célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente presenta
una expresion aumentada de Klotho en comparaciéon con una célula madre mesenquimatosa no modificada.

2. La célula modificada genéticamente de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el
acido nucleico exégeno comprende un vector virico, mas preferentemente un vector retrovirico.

3. La célula modificada genéticamente de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el
promotor es un promotor constitutivo, en la que el promotor constitutivo es preferentemente el promotor EFS, PGK o
EF1 alfa.

4. La célula modificada genéticamente de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que
dicha célula comprende adicionalmente (iii) un gen marcador de seleccion unido operativamente a (iv) un promotor
constitutivo o una combinacién de promotor/potenciador.

5. La célula modificada genéticamente de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la
region codificante de Klotho codifica una proteina de acuerdo con una de las SEQ ID NO 6 a 10, en la que la region
codificante de Klotho preferentemente comprende o consiste en una secuencia de acuerdo con las SEQ ID NO 1 a 5.

6. La célula modificada genéticamente de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la
region codificante de Klotho codifica una forma secretada de la proteina Klotho.

7. La célula modificada genéticamente de acuerdo con la reivindicacion 6, en la que la célula madre mesenquimatosa
modificada genéticamente presenta una expresion aumentada de una forma secretada de proteina Klotho en
comparacion con una célula madre mesenquimatosa no modificada, en la que la forma secretada de la proteina Klotho
comprende preferentemente una secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos un 80 %, preferentemente
de al menos un 90 %, con respecto a la SEQ ID NO 8, o una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID
NO 8.

8. La célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores para su uso como medicamento.

9. La célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente para su uso como medicamento de acuerdo con la
reivindicacion anterior, en la que dicha célula se administra mediante la introduccién de un numero terapéuticamente
eficaz de dichas células en el torrente sanguineo de un paciente, mediante la introduccion de un numero
terapéuticamente eficaz de dichas células por via subcutanea, o en la que dicha célula se administra por via intratecal.

10. La célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente para su uso como medicamento de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 8 0 9, en la que dicha célula se administra en multiples eventos de administracion,
por ejemplo, al menos una vez al mes, preferentemente durante un periodo de tiempo de 3 meses, preferentemente
al menos una vez a la semana.

11. La célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7 para su uso como medicamento en el tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa.

12. La célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7 para su uso como medicamento en el tratamiento de cancer, enfermedad renal, arterioesclerosis,
diabetes mellitus, disfunciéon eréctil, enfermedades autoinmunitarias o enfermedades autoinmunitarias, una
enfermedad inflamatoria del pulmon, sepsis y/o demencia.

13. La célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7 para su uso como medicamento en el tratamiento de fibrosis de 6rganos.

14. La célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente para su uso como medicamento en el tratamiento de
cancer, fibrosis de 6érganos, insuficiencia renal, arterioesclerosis, demencia, diabetes mellitus y enfermedades
autoinmunitarias, enfermedades relacionadas con la autoinmunidad o enfermedades pulmonares de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, en la que dichas células se administran mediante la introduccion de un
numero terapéuticamente eficaz de células mediante inhalacion, inyeccion endoscoépica de tejido, inyeccion de tejido
mediada por catéter, inyeccidn de liquido cefalorraquideo, inyeccion intraperitoneal, inyeccidon subcutanea, inyeccion
intramuscular, opcionalmente en combinacién con la introduccién de dicha célula en el torrente sanguineo de un
paciente.

15. La célula madre mesenquimatosa modificada genéticamente para su uso como medicamento de acuerdo con una
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cualquiera de las reivindicaciones 8 a 14,
a) en la que el sujeto es humano; y/o

b) en la que dicha célula modificada genéticamente es alégena con respecto al sujeto; y/o
c) en la que dicha célula modificada genéticamente es autéloga con respecto al sujeto.
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