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Factor derivado de la célula estromal que media la alberga
la célula madre y la regeneracién de tejidos en la

cardiomiopatia isquémica

Campo de la Invencidédn

La presente invencién se relaciona con un método para
la regeneracién de tejidos en cardiomiopatia isquémica y
particularmente se relaciona con un método para tratar
cardiomiopatia isquémica en un tiempo remoto (es decir,

semanas)desde el infarto de miocardia.

Antecedenta de la Invencién

El infarto agudo de miocardio (IM) continlta siendo 1la
causa principal de morbosidad y mortalidad en la sociedad
occidental. A pesar de que hay avances terapéuticos que
apuntan predominantemente a restaurar la perfusién en la
arteria relacionada con el infarto, se ha encontrado un
“*estancamiento”. Topol, E.J. Lancet 357, 19%0-1814 (2001).
Una gran cantldad de pacientes que han sufrido de infarto
agudo de miocardio (IM} en 1dltima instancia padece
insuficiencias coronarias congestivas (ICC) en gran parte
como resultado de- la reconstruccién del ventriculo
izquierdo (VI), un proceso gque incluye debilitamiento de
miocardio, dilatacién, funcidén disminuida, llevando en
Ultima instancia a la muerte. Robbins, M.A. & O° Connell,

J.B., pp. 3-13 (Lippincott- Raven, Philadelphia, 1998).



Pfeffer, J.M.,, Pfeffer, M.A., Fletcher, P.J. & Braunwald,
E. Am. J. Physiol 260, H1406-H1414 (1991). Pfeffer, M.A. &

Braunwald, E. Circulation 81, 1161-1172 (195%0).

Un método para tratar este proceso seguido de infarto
de miocardio incluye celuloterapia. Penn, M.S. et al. Prog.
Cardiovasc. Dis. 45, 21-32 (2002). El1 transplante ha sido
enfocado utilizando una varledad de tipos de células
incluyendo células diferenciadas, como mioblastos éseos,
miocitos cardiacos, células de misculo liso, Yy
fibroblastos, o células derivadas de la médula ésea. Koh,
G.Y., Klug, M.G., Soonpaa, M.H. & Field, L.J. J. Clin.
Invest 92, 1548-1554 (1993). Taylor, D.A. et al. Nat Med.
4, 929-933 (1998). Jain, M. et al. Circulation 103, 1920-
1927 (2001). Li. R.K. et al. Ann. Torca. Surg. 62, 654-660
(1996) . Etzion, S. et al. J. Mol. Cell Cardiol. 33, 1321-
1330 (2001). Li. R.K., Jia, Z.Q., Weisel, R.D., Merante, F&
Mickle, D.A. J. Mol. Cell Cardiol. 31, 513-522 (1999)}. Yoo,
K.J. et al. Yonsei Med. J. 43, 296-303 (2002). Sakai, T. et
al. Ann. Torca. Surg. 68, 2074-2080 (1999). Sakai, T. et
al. J. Torca. Cardiovasc. Surg. 118, 715-724 (1999). Orlic,
D. et al. Nature 410, 701-724 (2001). Tomita, S. et al. J.

Torca. Cardiovasc. Surg. 123, 1132-1140 (2002).

En la literatura se sugiere que la movilizacién de la
célula madre al corazén y que la diferenciacién en miocitos
cardiacos es un proceso que se produce naturalmente.

Jackson, K.A. et al. J. Clin, Invest 107, 1395-1402 (2001).



Quaini, F. Et al. N. Engl. J. Med. 346-5-15 (2002). Este
proceso sucede eﬂ un promedio incapaz de dar como resultado
una recuperaciédn importante de la funcién del ventriculo
izquierdo continuando con infarto de miocardio.
Recientemente, estudios han demostrado la posibilidad de
regenerar el miocardio daflado, ya sea a través de inyeccidén
directa de células madres en el torrente sanguineo, o
mediante movilizacién quimica de las células madre de la
nédula 6sea antes del infarto de miocardio. Estos estudios
han demostrado la capacidad de las células madre para
albergarse en la zona del infarto en el pericdo peri-
infarto, asi como también se ha demostrado la habilidad de
dichas células para luego diferenciarse en los miocitos
cardiacos. Kocher, A.A. et al. Nat. Med. 7, 430-436 (2001).
Orlic. D. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S. A. 98, 10344-
10349 (2001). Peled, A. et al. Blood 95, 3289-3296 (2000).
Yong, K. et al., Br. J. Haematol. 107, 441-449 (1999). Hasta
la fecha, todos 1los estudios se han enfocado en 1la
habilidad de las células madre para regenerar miocardio en

48 horas luego del infarto de miocardio.
Resumen de la Invencién

Un aspecto de la presente invencidn se relaciona con
un método para tratar tejido infartado. El tejido infartado
incluye una primera concentracién de proteina SDF-1. La
sangre periférica de tejido infartado incluye una primera

concentracién de células madre. En el método, la



concentracién de la proteina SDF-1 en el tejido infartado
puede ser incrementada desde la primera concentracidén hacia
una segunda concentracién. La concentracién de las células
madre en la sangre periférica puede ser aumentada mientras
que la concentracién de SDF-1 en el tejido infartado es

disminuida.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invenciodn,
el nimero de células madre puede auvmentar ya sea
administrando un agente que hace que las células madre se
movilicen desde la médula é6sea hacla la sangre periférica o
inyectando c¢élulas madre en la sangre periférica. En una
incorporacién preferida de la presente invencién, el agente
que hace que las células madre.se movilicen desde la médula
6sea hacia la sangre periférica puede ser seleccionado del
grupo formado por <citocinas, quimosinas, y agentes
quimioterapéuticos. En una incorporacién mas preferida de
la presente invencién, el agente comprende factor de

estimulacién de colonia de granulocitos (G-CSF).

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencidn,
la concentracién de 1la proteina SDF-1 en el tejido
infartado puede ser incrementada introduciendo un vector de
expresiétn en el tejido infartado. El1 vector de expresién
incluye un acido nucleico que codifica la proteina SDF-1.
Opcionalmente, el vector de expresitn puede incluir un
promotor especifico de tejido dirigido al tejido de

miocardio y, preferentemente, a cardiomiocitos.



De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién,
la concentracién de la proteina SDF-1 en el tejido
infartado puede ser incrementada introduciendo células en
el tejlde infartado que han sido cultivadas ex wvivo. Las
células que han sido cultivadas ex vivo pueden comprender
células derivadas de si mismas que pueden ser obtenidas del

paciente a ser tratado.

En otro aspecto de la presente invencién, las células
que son introducidas en el tejido infartado pueden ser
transfectadas con un vector de expresién antes de ser
introducidas en el tejido infartado. El vector de expresidén
puede incluir un &cido nucleico que codifica la proteina

SDF-1.

En otro aspecto de la presente invencién, el tejido
infartado tiene una primera concentracién del FCEV. La
concentracién del FCEV en el tejido infartado puede ser
incrementada desde wuna primera concentracién hacia una
segunda concentracién. La concentraciétn del FCEV en el
-tejido infartado puede ser incrementada mientras que la
concentracién de SDF-1 en el tejido infartado es

disminuida.

En otro aspecto, la concentracién del FCEV en el
tejido infartado es aumentada introduciendo en el tejido

infartado un vector de expresién, que codifica FCEV.



Opcionalmente, el vector de expresién puede incluir un
promotor especifico de tejido dirigido al tejido de

miocardio, y preferentemente, cardiomiocitos.

En otro aspecto, la concentracién del FCEV en el
tejido infartado puede ser incrementada introduciendo en el
tejido infartado células que son transfectadas con un
vector de expresidn. El vector de expresiédn puede incluir
un Aacido nucleico que <codifica FCEV. Las células
transfectadas con un vector de expresién incluyendo un
acido nucleico que codifica FCEV pueden ser las mnismas
células introducidas en el tejido infartado para
incrementar 1la concentracién de SDF-1 en el tejido

infartado.

Otro aspecto de la presente invencidn se relaciona con
un método para tratar tejido de miocardio infartado en un
tiempo remoto del infarto de miocardic. El tejido infartado
puede incluilr una primera concentracidén de proteina SDF-1
en una primera concentracién del FCEV. En el método, 1la
concentracién de la proteina SDF-1 en el tejido infartado
puede ser incrementada desde la primera concentracidén hacia
una segunda concentracién sustancialmente mayor que la
primera concentracién. La concentracién del FCEV en el
tejido infartado puede ser incrementada desde la primera
concentracién hacia una segunda concentracién
sustancialmente mayor que la primera concentracién. Un

agente puede ser administrado el cual moviliza las células



madre desde la médula ¢6sea hasta la sangre periférica del
tejido infartado. Las células madre pueden ser movilizadas
desde la médula 6sea hacia la sangre periférica mientras
que las concentraciones de SDF-1 y FCEV en el tejido

infartado pueden ser incrementadas.

En otro aspecto, la concentracién de proteina SDF-1 en
el tejido infartado puede ser incrementada introduciendo en
el tejido infartado ceélulas que han sido cultivadas ex
vivo. Las células introducidas en el tejido  infartado
pueden ser transfectadas con un vector de expreslidédn antes
de ser introducidas en el tejido infartado. El1 vector de
expresién incluye un &cido nucleico que codifica 1la

proteina SDF-1.

En otro aspecto, la concentraciétn del FCEV en el
tejido infartado puede ser incrementada introduciendo
células en el tejido infartado. Las células pueden ser
transfectadas con un vector de expresién antes de ser
introducidas en el tejido infartado. El1 vector de expresibn
puede incluir un acido nucleico que codifica FCEV. Las
células transfectadas con un vector de expresién que
codifica FCEV pueden ser las mismas células introducidas en
el tejido infartado para aumentar la concentraciétn de SDF-1

en el tejido infartado.

Breve descripcién de las figuras



Otras caracteristicas de la presente invencién seridn
obvias para aquellos expertos en la materia a la cual se
refiere dicha invencidén leyendo la siguiente descripcién de

la invencién con referencla a las figquras que acompafan:

Las Figuras 1 (a y b) son gradficos que muestran,
respectivamente, el ntmero de células positivas-BrdU en la
zona infartada (a) y reduccién de fraccién (b) 4 semanas
después de administracién de soclucién salina o G-CSF (12

semanas después de ligadura LAD).

Las Figuras 2 (a y b) son grdficos que mnuestran el
efecto de transplante de miocblasto &seo (SKMB) en conteo
celular + BrdU en la zona infartada ¢ semanas después del

transplante celular (12 semanas después de ligadura LAD).

Las Figuras 3 (a y b) son fotografias que muestran (a)
médula 6sea de color BrdU y (b} miocardio no tratado luego

de 5 dias de administracién de BrdyU.

La Figura 3c es un grafico que muestra las células
BrdU+ aumentadas en la zona infartada evaluada con la
terapia de acuerdo con laz presente invencién.

La Figura 4 es una fotografia que muestra RT-PCR
revelando la expresién del factor-1l derivado estromal (SDF-
l) como una funciétn de tiempo seguido por infarto de

miocardio.

W



Las Figquras 5 (a y b) son graficos que muestran el
nimero de células (a} BrdU+ y (b) células CD117+ en la zona
infartada 4 semanas seguido por el transplante de
fibroblastos cardiacos establemente transfectadas con o sin
el vector de expresiédn SDF-1 con o sin la administracién de
G-CSF durante 5 dias siguiendo con transplante de

fibroblastoe cardiaco.

La Figura 5c es una fotografia desde SDF-1/ G-CSF

tratada con CD117+ animal.

Las Figuras 6 (a y b) son fotografias que muestran la
inmunchistoquimica e la zona infartada revelando tanto las
células BrdU+ como 1las <¢élulas dque expresan miosina
cardiaca 12 semanas siguiendo con ligadura LAD con el
transplante celular de (a) SKMB o (b) SKMB que expresa EGF

sequido por movilizacién de célula madre utilizando G-CSF.

La Figura 6c es un grafico que muestra mejoras en 1la
funcién del ventricule izquierdo con relaciétn a la

celuloterapia sin sobre expresi6tn del FCEV.

Daescripciédn de las incorporaciones

A menos que se defina lo contrario, todos los términos
médicos utilizados en 1la presente tienen el mismo
significado segin lo entiende cominmente cualquier experto

en la materia a la cual la presente invencién pertenece.
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Las definiciones cominmente entendidas de los términos de
biologia molecular pueden ser encontrados, por ejemplo, en
Rieger et al., Glossary of Genetics: Classical and
Molecular, 5th Edition, Springer- Verlag: New York, 1991; y

Lewin, Genes V, Oxford University Press: New York, 1994.

Se describen en la presente métodos que incluyen
técnicas de biclogia molecular convencionales. Dichas
técnicas son generalmente conocidas en la materia y se
describen en detalle en los tratados de metodologia, como
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed., wvol. 1-3,
ed. Sambrook et al., Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, N.Y., 1989; y Current Protocols in
Molecular Biology., ed. Ausubel et al., Greene Publishing
and Wiley- Interscience, New York, 1992 (con
actualizaciones periédicas). Se discuten métodos para
sintesis quimica de Aacidos nucleicos, por ejemplo, en
Beaucage and Carruthers, Tetra. Letts. 22:1859-1862, 1981,
y Matteuccl et al., J. Am. Chem. Soc. 103-3185, 1981. Se
pueden realizar sintesis quimicas de acidos nucleicos, por
ejemplo, en sintetizadores de oligonucledtidos
automatizados comerciales. Se describen métodos
inmunolégicos (por ejemplo, preparacién de anticuerpos
especificos de antigeno, inmunoprecipitacién e
inmunotransferencia), por ejemplo, en Current Protocols in
Immunology, ed. Coligan et al., John Wiley & Sons, New
York, 1991; and Methods of Immunological Analisis, ed.

Masseyeff et al., Jon Wiley & Sons, New York, 1992. Métodos
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convencionales de transferencia de genes y teraplia de genes
pueden ser adaptados para el uso en la presente invencién.
Véase por ejemplo, Gene Therapy: Principles and
Applications, ed. T. Blackenstein, Springer Verlag, 1999;
Gene Therapy Protocols (Methods in Molecular Medicine), ed.
P.D. Robbins, Humana Press, 1997; y Retro-cvectors for
Human Gene Therapy, ed. C.P. Hodgson, Springer Verlagq,

1996.

La presente invenclién se relaciona con un método de

regeneracién de miocardio en regiones isquémicas del

corazén (o misculo 6ésec en el caso de tejido wvascular -

periférico). El1 método de la presente invencién puede ser
utilizado para tratar cardiomiopatia isquémica en un tiempo

remoto ( es decir, semanas) desde el infarto de miocardio.

El método incluye movilizar y dirigir migracién de
células madre pluripotentes hacia el miocardio infartado en
un mamifero. El paciente puede ser cualquier mamifero, como
por ejemplo, seres humanos, ratas, ratones, gatos, perros,
cabra, ovejas, caballos, monos, simios, conejos, ganado,
etc. El mamifero puede encontrarse en cualquier estado de
desarrollo, incluyendo adultos, 3Jévenes o recién nacidos.
También se pueden incluir aquellos mamiferos que se

encuentran en estado fetal de desarrollo.

El miocardio infartado puede incluir el tejido de

miocardio infartado, el tejido de miocardio en la periferia
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del tejldo de miocardio infartado, y tejido de miocardio
infartado y el tejido de miocardio en la periferia del

tejido de miocardio infartado.

En un tiempo remoto desde el infarto de miocardio, un
primer ntmero de células madre pluripotentes fluyen en el
miocardic infartado. Este primer ntGmero de c¢élula madre
puede ser incrementado de manera tal que un mayor numero de
células madre fluye en el miocardio infartado.
Incrementando el mimero de células madre que fluyen en el
miocardio infartado, el tejido de miocardiec infartado puede
ser regenerado porque habra un mayor nimero de células
madre pluripotentes en el miocardio afectado dque puede
diferenciarse en células, que pueden poblar (es decir,
injertar) y restaurar parcial o totalmente 1la funcién

normal del miocardio infartado.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencién, el
método incluye el paso de inducir c¢células madre
pluripotentes para albergar el miocardio infartado para
regenerar dicho mioccardio infartado. Las células madre
pluripotentes descriptas en 1la invencién son cualquier
célula que puede ser inducida para diferenciarse de otro
tipoc de célula. Otro ejemplo 1incluye células madre
hematopoiéticas que pueden ser diferenciadas de las células

cardiomiocitos.
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Las células madre pluripotentes pueden ser albergadas
en el miocardio infartado incrementando la concentracién de
la proteina en el miocardio infartado desde una primera
concentracién hacia una segunda concentracidén. La primera
concentracién de proteina SDF-1 puede ser la concentracién
de proteina SDF-1 cominmente encontrada en un miocardio
infartado en un tiempo remoto (es decir, semanas) desde el
infarto de miocardio. La segunda concentracién de proteina
SDF-1 puede ser sustancialmente mayor que la primera
concentracién de proteina SDF-1. La concentraciétn de
proteina SDF-1 puede ser incrementada en el miocardio
infartado mediante la regulacién de la expresi6tn de la
proteina SDF-1 en el miocardio infartado en un tiempo

remoto desde el infarto de miocardio.

El método de la presente invencién ademéds incluye ol
paso de incrementar la concentracién (es decir, ntimero) de
células madre en la sangre periférica desde una primera
concentracidn hacia una segunda concentracién
sustancialmente mayor que la primera concentracibébn. La
primera concentracién de las células madre puede ser la
concentracién de las células madre cominmente encontradas
en la sangre periférica en un tiempo remoto desde el
infarto de miocardio. La concentracién de las células madre
en la sangre periférica en puede ser incrementada mientras
que la concentraciédn de la proteina SDF-1 en el miocardio
infartado disminuye. La concentraci6tdn de las células madre

en la sangre periférica puede ser incrementada, ya sea,
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antes o después de que la expresién de proteina SDF-1 es
regulada en el miocardio infartado.

La proteina SDF-1 expresada por el miocardio infartado
induce a las células madre en la sangre periférica hacia el
miocardio infartado. Las células madre inducidas hacia el
miocardio infartado facilitan la regeneraciédn del tejido
infartado y proporcionan un aumento importante en la

funcién del ventriculo izquierdo.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invenclén,
el método puede también incluir el paso de aumentar la
concentracién del factor de crecimiento endotelial vascular
(FCEV)en el miocardio Iinfartado de la sangre periférica
desde una primera concentracién hacia una sequnda
concentracién sustancialmente mayor (dque la primera
concentracién. La primera concentraciétn del FCEV en el
miocardio infartado es la concentracién de 1las células
madre cominmente encontradas en el miocardio infartado en
un tiempo remoto desde el infarto de miocardio. La
concentracién del FCEV puede ser incrementada en el
miocardio infartado mediante regulacién de la expresiédn de
la proteina del FCEV en el miocardio infartado desde 1la
suma del FCEV cominmente expresadoe en el miocardio
infartado en un tiempo remoto desde el infarto de

miocardio.

La concentracién de FCEV en el miocardio infartado

puede incrementarse mientras que se incremente tanto 1la
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concentracién de la proteina SDF-1 en el miocardio
infartado como la concentracién de células madre en la
sangre periférica. El aumento de la concentracién del
factor de crecimiento endotelial vascular en el miocardio
infartado en combinacién con el aumento en la concentracién
de la proteina SDF-1 en el miocardio infartado y el aumento
en 1la concentracién de células madre en la sangre
periférica eleva la densidad vascular dentro del miocardio
infartado en comparaclén con los controles de solucién
salina. Mas atlin, esta combinacién condujo a la repoblacién
del miocardio infartado con células que expresan la miosina
cardiaca asi como también a un incremento en la funcién
ventricular izquierda cuande se la media mediante una

fracciétn de reducciédn.

Proteina SDF-1

De acuerdo con uno de los aspectos de la presente
invencién, la proteina SDF-1 (o polipéptido SDF-1) que se
expresa en el miocardio infartado, puede ser producto de la
expresitn de un g¢gen SDF-1. Se conoce la secuencia de
aminodcido de un numero o de diferentes proteinas SDF-1 de
mamifero, incluyendo las ratas, los humanos, el ratén, y el
gato. La proteina SDF-1 puede tener una secuencia de
aminodcido idéntica a la de las proteinas SDF-1 de los

mamiferos nativos anteriores.
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La proteina SDF-1 de la presente invencién puede
también ser una variante de proteina SDF-1 de mamifero, asi
como un fragmento, anadlogo y derivado de la proteina SDF-1
de mamifero. Tales variantes incluyen, por ejemplo, un
polipéptido codificado por una wvariante alélica que sSe
produce naturalmente de un gen SDF-1 nativo (es decir, un
acido nucleico que se produce naturalmente que codifica una
proteina SDF-1 de mamiferoc que se produce naturalmente),
por un peolipéptido codificado por una forma de unidn
alternativa de un gen SDF-1 nativo, un polipéptido
codificado por un homdlogo de un gen SDF-1 nativo y un
polipéptido codificado por una variante que no se produce

naturalmente de un gen SDF-1 nativo.

Las varlantes de la proteina SDF-]1 tienen una
secuencia de péptidos que difiere de la proteina SDF-1
nativa en uno o mas aminodcidos. La secuencia de péptidos
de tal variante puede figurar una supresibén, adiclén o
sustitucién de uvno o mas aminodcidos de una proteina SDF-1.
Las inserciones de aminoacidos son preferentemente de
alrededor de 1 a 4 aminodcidos contiguos, y las supresiones
son preferiblemente de alrededor de 1 a 10 aminoécidos
contigquos. La varliante de las proteinas SDF-1 mantiene
substancialmente una actividad funcional en la proteina
SDF-1 nativa. Las variantes preferidas de la proteina SDF-1
pueden generarse mediante la expresidén de las moléculas de
dcido nucleico dentro de la invencién que muestra cambios

silenciosos o conservadores.
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Los fragmentos de proteina SDF-1 que corresponden a
uno © mas temas y/o dominios particulares o a tamailos
arbitrarios, se encuentran dentro del alcance de la
presente invencién. Las porciones de peptidicas aisladas de
las proteinas SDF-1 pueden ser obtenidas mediante 1la
revisién de los péptidos producidos por recombinaciédn del
fragmento correspondiente del adcido nucleico que codifique
tales ©péptidos. Mi&s aun, los fragmentos pueden ser
sintetizados quimicamente mediante 1la wutilizacién de
técnicas conocidas en la materia tales como la convencional
fase f-Moc o0 t-Boc sdlida Merrifield. Por ejemplo, una
proteina SDF-1 de 1la presente invencién puede ser
arbitrariamente dividida en fragmentos de 1la longitud
deseada sin ninguna coincidencia en 1los fragmentos; o
dividida preferiblemente en fragmentos que coincidan y de
una longitud deseada. Los fragmentos pueden ser producldos
por recombinacién y testeados para identificar a agquellos
fragmentos de péptidos que pueden funcionar como agonistas

de la proteina SDF-1 nativa.

Las varlantes de la proteina SDF-1 pueden también
incluir f6rmilas recombinantes de las proteinas SDF-1. Los
polipéptidos recombinantes preferidos por 1la presente
invencién, en adicién a la proteina SDF-1, son codificados
por un &clido nucleico que puede tener al menos una

identidad de secuencia del 85% con la secuencia de &cido



nucleico de un gen que codifica la proteina SDF-1 de un

mamifero.

Las variantes de la proteina SDF-1 pueden incluir
f6rmulas agonisticas de una proteina que expresa
constitutivamente las actividades funcionales de wuna
proteina SDF-1 nativa. Otras variantes de la proteina SDF-1
pueden incluir aquellas que son resistentes a la divisioén
proteolitica, como por ejemplo, como consecuencia de las
mutaciones, que alteran las secuencias diana de proteasa.
Pronto se determinard si un cambio en la secuencia de
aminodcidos de un péptido resulta en una variante con una o
mAs actividades funcionales de una proteina SDF-1 nativa,
mediante la evaluacién de la variante por una actividad

funcional en una.proteina SDF-1 nativa.

Acidos nucleicos

Otroc aspecto de la presente invencién se refiere a las
moléculas de Acido nucleico que codifica una proteina SDF-1
y Acidos nucleicos no nativos que codifican una proteina
SDF-1. Tales moléculas de Acido nucleico pueden presentarse
tanto como ARN o ADN ( por ejemplo, cADN, ADN.genbmico, Yy
ADN sintético). E1 ADN puede ser de cadena doble o de
cadena simple, y si es de cadena simple puede estar en la
cadena de codificacién (sentido) © en la cadena de no-
codlificacidén (antisentido). La secuencia de codificacién

que codifica una proteina SDF-1 puede ser idéntica a 1la
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secuencla de nucledtido exhibida en GenBank Accession
Number AF189724, GenBank Accession Number AF209976, GenBank
Accession Number L120029, GenBank Accession Number
NM022177. También puede ser una secuencia de codificacién
diferente que, como consecuencia de la redundancia o 1la
degeneracién del c¢bédigo genético, codifica el mismo
polipéptido como tales polinucledtidos.

Otras moléculas de Acido nucleico ‘que codifican SDF-1
dentro de la invencidén son variantes de una SDF-1 nativa,
como aquellas gque codifican fragmentos, analogos y
derivados de una proteina SDF-1 nativa. Tales variantes
pueden ser, por ejemplo, una variante alélica que se
produce naturalmente de un gen SDF-1 nativo, un homélogo de
un gen SDF-1 nativo o una variante que no se produce
naturalmente de un gen SDF-1 nativo. Estas variantes poseen
una secuencia de nucledétido que difiere de un gen SDF-1 en
una o mé&s bases. Por ejemplo, la secuencia de nucledtido de
tales variantes puede figurar una supresién, una adicién o
una sustitucién de uno o mé&s nuclebdtidos de un gen SDF-1
nativo. Las inserciones de acido nucleico son
preferiblemente de entre 1 a 10 nuclebtidos contigueos, y
las supresiones son preferiblemente de entre 1 a 10

nucledtido contiguos.

En otras aplicaclones, las proteinas SDF-1 de 1la
variante que manifiestan cambios sustanclales en su

estructura pueden generarse mediante sustituciones de
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nucledtidos que provocan nada nenos que cambios
conservadores en el polipéptido codificado. Ejemplos de
tales sustituciones de nuclebétidos pueden ser agquellos que
provocan cambios en (a) la estructura de la columna
vertebral del polipéptido; (b) el cambio (o] la
hidrofobicidad del polipéptido; o {c) la mayor parte de 1la
cadena secundaria del aminodcido. Las susatituciones de
nucledétidos que generalmente se prevé que produzca 1los
cambios mas significativos en las propiedades proteinicas
son aquellas que producen cambios no conservadores en los
codones. Adquellcos ejemplos en los que los camblos de
codones probablemente provoquen la sustitucién de (a) un
residuo hidrofilico, como la serina o la treonina, por (o
mediante) un residuo hidrofébico, como 1la leucina, 1la
isoleucina, la fenilalanina, valina o alanina; (b) cisteina
o prolina para (o por) cualquier otro residuo; (c) un
residuo con una cadena secundaria electropositiva, como la
lisina, la arginina o la histidina, para (o por) un residuo
electronegativo, como la glutamina o la aspartina; o (d) un
residuo con una cadena secundaria, como la fenilalanina,
para (o por) uno que no posea una cadena secundaria, como

la glicina.

Las varlantes alélicas que se producen naturalmente de
un gen SDF-1 nativo dentro de 1la invencién son é&cidos
nucleicos ailslados del tejido del mamifero con al menos una
identidad de secuencia del 75 % con un gen SDF-1 nativo, y

codifican polipéptidos que tienen una similitud estructural
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en relacién con la proteina SDF-1 nativa. Los homdleogos a
un gen SDF-1 nativo dentro de la invencidn son #acidos
nucleicos aislados de otras especies gque tienen una
identidad de secuencia de al menos un 75 % con un gen
nativo, y codifican polipéptidos que tienen una similitud
estructural en relacién con la proteina SDF-1 nativa. Se
pueden buscar las bases de datos publicas o registradas de
dcidos nucleicos a8 fin de identificar otras moléculas de
dcidos nucleicos con un elevado porcentaje ( del 70 % o

mas) de identidad de secuencla para un gen SDF-1 nativo.

Las variantes del gen SDF-1 que no se producen
naturalmente son &cidos nucleicos que no se producen
naturalmente ( son producidos por 1la manc del hombre),
tienen al menos una identidad de secuencia del 75 % con un
gen SDF-1 nativo, y codifican polipéptidos que tienen una
similitud estructural en relacién con la proteina SDF-1
nativa. Podemos mencionar como ejemplos de variantes de
genes SDF-1 que no se producen naturalmente, a aquellos
que codifican un fragmento de la proteina SDF-1 nativa,
aquellos que hibridizan a un gen SDF-1 nativo o0 a un
complemento a un gen SDF-1 nativo bajo condiciones
rigurosas, aquellos que comparten al menos un 65% de la
identidad de secuencia con un gen SDF-1 nativo o un
complemento de wun gen SDF-1 natlivo, y aquellos que

codifican una proteina de fusién SDF-1.

24
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Los é&cldos nucleicos que codifican fragmentos de un
proteina SDF-1 nativa incluidos en esta invencién son
aquellos que codifican los residuos de &cido nucleico de
una proteina SDF-1 nativa. Los ocligonucledétidos mas cortos
que codifican o hibridizan con Aacldos nucleicos gque
codifican fragmentos de una proteina SDF-1 nativa pueden
ser utilizados como sondas, cebadores o moléculas
antisentido. Los oligonucleétidos més largos que codifican
o hibridizan con 1los 4&cidos nucleicos que codifican
fragmentos de una proteina SDF-1 nativa pueden ademas ser
utilizados en diferentes aspectos de la presente invencién.
Los &Acidos nucleicos que codifican fragmentos de una SDF-1
nativa pueden ser utilizados por la digestién enzimdtica
(como la utilizacién de una enzima de restricciédn) o por la
degradacién quimica del gen SDF-1 nativo de extensidn

completa de las variantes del mismo.

Los A&cidos nucleicos que hibridizan en condiciones
rigurosas a uno de los &cidos nucleicos precedentes pueden
ser también utilizados en la presente invencién. Por
ejemplo, incluimos en la presente invencién, a aquellos
Acidos nucleicos que hibridizan a vuvno de los éacidos
nucleicos precedentes en condiciones de baja rigurosidad,
condiciones de rigurosidad moderada, o condiciones de alta

rigurosidad.

Las moléculas de acido nucleico que codifican a una

proteina de fusiftn SDF-1 pueden también ser utilizadas en

e
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la presente invencidén. Estos &acidos nucleicos pueden ser
utilizados para preparar un constructo ( como un vector de
expresidn) que expresa una proteina de fusién SDF-1 cuando
es introducida en una célula diana aproplada. Por ejemplo,
tal constructo puede generarse mediante la ligadura de un
primer polinuclebétido que codifique una proteina SDF-1
fusionada con un segundo polinucledétido que codifique otra
proteina, de manera tal que la expresién del constructo en
un sistema de expresién apropiado, produzca una proteina de

fusién.

Los oligonucledtidos de la presente invencién ADN o
ARN o mezclas dquiméricas o derivados o versiones
modificadas de los mismos, de cadena simple o de cadena
doble. Tales oligonuclebétidos pueden ser modificados en
porciétn de base, porcién de azilicar, o columna principal de
fosfato, por ejemplo, para mejorar la estabilidad de 1la
molécula, la hibridizacién, etcétera. Los oligonucleétidos
incluidos en la presente invencién pueden ademads incluir
otrc grupo afiadido tales como los péptidos (por ejemplo,
para receptores de células diana in vivo), o agentes que
faciliten el transporte a través de la membrana celular, y
la divisién provocada por la hibridizaciémn. A tal fin, 1los
oligonuclebétidos pueden ser conjugados a otras moléculas,
como un péptido, un agente de unién reciproca provocado por
la hibridizacién, un agente de transporte, y un agente de

divisién provocado producido por la hibridizacibén, etc.
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Expresién de SDF-1

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién,
la expresidn de SDF-1 en el miocardio infartado puede ser
sobrerequlada mediante el transplante de células
biocompatibles sobre el tejido del miocardio infartado. El
transplante de células al miocardio infartado sobreregula
la expresiétn de la proteina SDF-1 al miocardio infartado.
Se observé una sobrerequlacién de la proteina SDF-1 en el
miocardio infartado después de alrededor de una hora de
haberse realizado el transplante de células al miocardio a

menos de siete dias transcurridos al transplante.

Ejemplos de este tipo de células gque se pueden
transplantar en un miocardio infartado incluyen células
coronarias cultivadas, mioblastos O6seos, fibroblastos,
células de misculo liso, y células derivadas de médula
6sea. Estas células se extraen preferentemente del sujeto
que serd tratado ( células derivadas de si mismas) y se
cultivan con anterioridad al transplante. Se prefiere a las
células derivadas de si mismas a £fin de aumentar la
blocompatibilidad de las células para el transplante y

minimizar la posibilidad de rechazo.

Las células preferidas para un transplante dentro del
miocardio infartado son los mioblastos Oseos. Los
mioblastos mantienen el potencial regenerativo del misculo

6seo durante periodos de estrés, se prolifera y diferencia
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en miotubos, formando finalmente fibras musculares capaces
de contraerse. Los mioblastos implantados en el miocardio
sufren una formaciétn miotubular, se retira del ciclo
celular y permanece viable. Algunos estudios funcionales
han demostrado un mejoramiento en 1la contractilidad
regional y resistencia con posterioridad al transplante en

el miocardio.

Los mioblastos 6seos pueden ser extraidos con rapidez
por debajo de la membrana basal de las fibras musculares,
luego cultivados hasta ampliar la cadena celular, vy
finalmente transplantados en el miccardio infartado. Por
ejemplo, en un murino, los mioblastos 6seos pueden ser
extraidos de los miembros traseros del sujeto, luego
cultivados y 1luego transplantados dentro del miocardio

infartado del suljeto.

Las células cultivadas pueden ser transplantadas en el
miocardio infartado llevando a cabo las técnicas conocidas
de transplantes. Por ejemplo, se puede inyectar una
suspensidén de células cultivadas utilizando una jeringa de

tuberculina sobre el tejido de miocardio infartado.

Alternativamente, la expresién de la proteina SDF-1
puede ser sqpreregulada mediante la introduccién de un
agente en las células diana que eleva la expresiétn de la
proteina SDF-1. Las células diana pueden incluir células

que se encuentren dentro del miocardio infartado o células
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ex vivo, tales comc mioblastos 6seos derivados de si mismo

o fibroblastos, que han sido extraidos del sujeto.

De acuerdo con la presente invencién, y como ya se ha
detallado anteriormente, el agente puede abarcar Aacidos
nucleicos naturales o sintéticos, que son incorporados a
los constructos del Acido nucleico recombinante,
normalmente constructos de ADN, capaces de introducirse y
replicarse dentro de la célula. Un constructo semejante
incluye preferentemente un sistema de replicacién vy
secuenclias capaces de hacer la transcripcién y traduccién
de una secuencia que ceodifica un polipéptido en una

determinada célula diana.

También pueden introducirse otros agentes a 1las
células diana para elevar los niveles de proteina SDF-1 en
el tejido diana. Por ejemplo, los agentes que elevan la
transcripciétn de un gen codificando la proteina SDF-1
elevan la traduccién de un mARN codificando la proteina
SDF-1, vy/o agquellos que disminuyen la degradacliédn de un
mARN codificando la proteina SDF-1 podrian utilizarse para
elevar los niveles de proteina SDF-1. Elevar el grado de
transcripcién desde un gen dentro de una célula, es posible
si se introduce un promotor exdgeno en direcciédn del gen
que codifica la proteina SDF-1. También se pueden utilizar

elementos que facilitan la expresibén de un gen heterdlogo.

A
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Un método preferido para introducir el agente dentro
de la célula diana involucra una terapia de genes. La
terapia de genes se refiere a una transferencia de genes
para expresar un producto terapéutico a partir de una
célula in vivo o in vitro. La terapia de genes, de acuerdo
con la presente invencién, puede utilizarse para expresar
la proteina SDF-1 a partir de una célula diana in vivo o in

vitro.

Un método de terapia de genes utiliza un vector due
incluye un nucleétido que codifica una proteina SDF-1. Un
“vector” {( al que nos referimos como distribucién de genes
o “vehiculo” de transferencia de genes) se refiere a una
macromolécula o complejo de moléculas que contienen un
poelinuclebftidec que sera enviado a una célula diana, ya sea
in vivo o in wvitro. El polinuclebétido que serad enviado
puede contener una secuencia de codificacién de interés
para la terapia de genes. Los vectores incluyen, por
ejemplo, vectores virales (tales como los adenovirus
(*Ad”), wvirus asociados con 1los adenovirus (RAV) y
retrovirus), liposomas, y otros complejos que contlenen
lipidos, y otros complejos macromoleculares capaces de
mediar la distribuclién de un polinuclebdbtido a una célula

diana.

Los vectores también pueden contener otros componentes
o funcionalidades que modulan mas aun la distribucién del

gen Y/0 expresiédn del gen, © que en caso contrario
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suministran propledades beneficiosas a las células diana.
Tales otros componentes incluyen, por ejemplo, componentes
que Iinfluyen en la unién u objetivo de 1las células (
incluyendo componentes que interfieren en la unién de tipo
celular o de tejido especifico); componentes que influyen
en la respuesta del &cido nucleico vector a través de la
célula; componentes que influyen en la localizacidén de un
pelinucleétido dentro de la célula con posterioridad a la
respuesta ( tales como agentes que interfieren en 1la
localizacién nuclear); y componentes que influyen en 1la
expresidén de los polinuclebtideos. Tales componentes también
podrian incluir indicadores, tales como marcadores
detectables o selectivos que pueden utilizarse para
detectar o seleccionar células que han tomadas y se
encuentran expresando el acldo nucleico entregado por el
vector. Estos componentes pueden ser provistos como una
caracteristica natural del vector {asi como el uso de
ciertos vectores virales que tienen componentes ©
funcionalidades de mediacién respecto de la unién y la
emisién de una respuesta), 0 los vectcres pueden ser

modificados a fin de suministrar tales funcionalidades.

Los marcadores de seleccién pueden ser positivos, negativos
0 bifuncionales. Los marcadores seleccionables positivos
permiten la selecciétn de células llevando el marcador,
mientras que los marcadores seleccionables negativos
permiten que las células lleven el marcador para ser

selectivamente eliminado. Se ha descrito una variedad de
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los genes marcadores, incluyendo los marcadores ( positivos
- negativos) bifuncionales (ver Lupton, S., WO 92/08796¢,
publicado el 29 de Mayo de 1992; y Lupton, S., WO 94/28143,
publicado el 8 de diciembre de 1994). Estos genes
marcadores pueden suministrar una medida adicional de
control que puede resultar beneficiosa en el contexto de la
terapia de genes. Se conoce una gran variedad de estos

vectores y generalmente son viables.

Los vectores que se utilizan en la presente invencién
incluyen vectores virales, vectores basados en lipidos, y
otros vectores capaces de distribuir un nuclebtido de
acuerdo con la presente invencién, a las células diana. El
vector puede ser un vector diana, en especial un vector
diana que preferentemente se una a los cardiomiocitos. Los
vectores virales preferidos para su usc en la presente
invencién, son aquellos que exhiben un bajo grado de
toxicidad a una célula diana e induce a la produccién de

cualidades terapéuticas titiles de la proteina SDF-1 de una

forma de tejido especifico.

Actualmente los vectores virales que se prefieren del
adenovirus (Ad) o virus asociado a adenovirus (AAV). Ambos
vectores virales humanos © no humanos pueden utilizarse
pero preferentemente el vector viral recombinante no tiene
replicacién en humanos. Donde el vector es un adenovirus,

preferentemente comprende un polinucledtido que lleva un
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promotor factiblemente unido a un gen que codifica 1la

proteina SDF-1 y no tiene replicacién en humanos.

Para el uso en la presente invencién se prefiere los
vectores del adenovirus ya que ellos (1) son capaces de una
expresién altamente eficiente de genes en células diana y
{2) pueden acomodar una cantidad relativamente grande de
ADN heterdlogo (no viral). Una forma de adenovirus
recombinante que se prefiere es un vector de adenovirus
“cobarde”, “de alta capacidad”, o “dependiente de ayuda”.
Tales caracteristicas del vector, por ejemplo, (1) 1la
supresién de todas las secuencias de codificacién viral, o
de la mayoria de ellas ( aquellas secuencias que codifican
las proteinas virales), (2) la terminal wviral invertida
repite (ITRs) que sSon secuencias que se requieren para la
replicacién de ADN viral, (3) hasta 28-32 kb de secuencias
ex6genas o heterélogas {como secuencias que codifican una
proteina SDF-1), y (4) la secuencia de empaquetamiento de
ADN viral que se requiere para empaquetar los genomas
virales dentro de cApsidas infectadas. Para las células de
miocardio especificamente, las variantes que se privilegian
de tales vectores de adenovirus recombinante contlienen
intensificadores especificos de tejidos ( como el
cardiomiocito) y promotores operablemente unidos a un gen

SDF_]- -

Los vectores basados en AAV son beneficiosos, ya que

exhiben una elevada eficiencla respecto de la transduccidén
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de células diana y pueden integrarse al genoma diana de una
forma especifica. La utilizacidén de los vectores AAV esta
discutida en detalle en Tal, J., J. Biomed. Sci. 7: 279-
291, 2000 y Monahan and Samulski, Gene Teraphy 7:24-30,
2000. Un vector AAV preferiblemente comprende un par de
repeticiones de terminales AAV invertidas que flanquean al
menos un casete que contiene un tejido (por ejemplo, el
miocardio)- o célula ( por ejemplo, cardiomiocitos) -
promotor especifico operablemente unido a un &cido nucleico
SDF-1. La secuencia de ADN de un vector AAV, incluyendo el
ITRs, el promotor y el gen SDF-1 pueden ser integrados al

gencma diana.

Otros vectores virales que pueden ser utilizados de
acuerdo con la presente invencién incluyen vectores (HSV)
basados en virus de herpes simple. Los vectores HSV
eliminados de uno o mis genes tempranos inmediatos(IE) son
beneficiosos ya que g¢generalmente no son citotéxicos,
persisten en un estado similar a la latencia en las células
diana, y soportan una transduccién eficiente de células
diana. Los vectores recombinantes HSV pueden incorporar
aproximadamente 30 kb de &cido nucleico hetertlogo. E1
vector HSV que se prefiere es uno que: (1} es construido a
partir del HSV de tipo I, (2) tiene sus genes IE borrados,
y (3) contiene un promotor de tejido especifico (como el
miocardio) operablemente unido al &cideo nucleico SDF-1. Los
vectores amplicon HSV también pueden ser wttiles en varios

métodos de la invenci6én. Cominmente, los vectores amplicon



32

HSV tienen aproximadamente 15 kb de longitud, y poseen un
origen viral de secuencias de replicaclén Yy

empaquetamiento.

Los retrovirus tales como los de tipo C y los
lentivirus también podrian ser utilizados en la presente
invencién. Por ejemplo, los vectores de retrovirus pueden
estar basados en virus de leucemia en murines (MLV). Ver
ejemplos en Hu and Pathak, Pharmacol. Rev. 52:493-511,
2000 y Fong et al., Crit. Rev. Ther. Drug Carrier syst.
17:1-60, 2000. Los vectores basados en MLV pueden contener
hasta 8 kb de ADN heterélogo {(terapéutico) en lugar de los
genes virales. E1 ADN heterdlogo puede incluir un promotor
de tejido especifico y un Acido nucleico SDF-1. En los
métodos de transporte a un miocardio infartado, este
también puede codificar un ligando a un receptor especifico

de miocardio.

Los vectores de retrovirus adicionales que podrian ser
utilizados son vectores basados en lentivirus y sin
replicacién, incluyendo vectores basados en la
inmunodeficiencia humana (HIV). Ver, por ejemplo, Vigna and
Naldini, J. Gene Med. 5: 308-316, 2000 y Miyoshi et al., J.
Virol. 72: 8150-8157, 1998, Los vectores de lentivirus son
beneficiosos en el sentido que son capaces de infectar
tanto a células de divisién activa como a células sin
divisién. También son altamente eficlentes en traducir

células epiteliales humanas.
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Los vectores de lentivirus que se utilizan en 1la
presente invencién pueden derivar de lentivirus humanos o
no humanos (incluyendo SIV). Los vectores de lentivirus que
se prefieren incluyen secuencias de Acido nucleico
requeridos para la propagacidén vectorial asi como también
un promotor de tejldo especifico ( por ejemplo, miocardio)
operablemente unido a un gen SDF-1. Los gque se han
mencionado pueden incluir LTRs virales, un sitio de
ligadura de cebador, un tracto polipurina, sitios att y un

sitio de encapsulamiento.

Un vector de lentivirus puede ser empaquetado adentro
de una cépsida de lentivirus adecuada. La sustitucidén de
una proteina de particula con otra de un virus diferente se
denomina “pseudotipeoc”. La capsida vectoral puede contener
proteinas de envolturas virales de otros virus, incluyendo
virus de leucemia en murinos (MLV) o virus de estomatitis
vesicular (VSV). El uso de la proteina VSV G da lugar a un
titulo wvector alto y da como resultado wuna mayor

estabilidad de las particulas virales del vector.

Los vectores basados en alfavirus, tales como aquellos
generados de los virus semliki forest (SFV) y los virus
sindbls (SIN), también pueden ser utilizados en la presente
invencién. La utilizacién de los alfavirus estd descripta
en Lundstrom, K., Intervirology 43:247-257, 2000 y Perri et

al., Journal of Virology 74:9802-9807, 2000. Los vectores
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de alfavirus normalmente esti&n construidos en un formato
gue se conoce con el nombre de replicon. Un replicon puede
contener (1) elementos genéticos de alfavirus requeridos
para la replicacién del ARN, y (2} un &cido nucleico
heterélogo que codifique un &cido nucleico SDF-1. Dentro de
un replicon alfavirus, el &cido nucleico hetertlogo puede
estar operablemente unido a un promotor de tejido

especifico (como el miocardio) o un intensificador.

Los vectores recombinantes de alfavirus defectuosos en
la replicacién son beneficiosos ya que son capaces de un
alto nivel de expresiétn genética heterotdloga {(terapéutica),
Yy puede infectar a un amplio espectro de células diana. Los
replicons alfavirus pueden tener como objetivo tipos
especificos de células ( por ejemplo, cardiomiocitos)
mediante el despliegue de un ligando heterélogo funcional o
un dominio de ligadura sobre su superficie de virién que
permitiria una ligadura selectiva a las células diana que
expresan un par de unidén cognado. Los replicons de
alfavirus pueden establecer latencia, y por ende expresién
de acido nucleico hetertlogo de largo plazo. Los replicons
pueden también exhibir expresién de 4&cido nucleico
heterélogo en la célula diana. Un vector de alfavirus o

replicon que se preflere es el no-citofatico.

En muchos de los vectores virales compatibles con los
métodos de la presente invencién, se puede incluir méAs de

un promotor en el vector para permitir que mis de un gen
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heterdlogo sea expresado por el vector. Mas atin, el vector
puede comprender una secuencia que codifique un péptido de
seflal u otra porcién que facilite la secreciétn de un

producto del gen SDF-1 a partir de la célula diana.

Para combinar 1las propiedades beneficiosas de dos
sistemas de vectores virales, pueden utilizarse 1los
vectores virales hibridos para transportar un &cido
nucleico SDF-1 a los tejidos diana ( por ejemplo,
miocardio). Las técnicas habituales para la construccién de
vectores hibridos son conocidas para aquellos expertos en
la materia. Estas técnicas pueden hallarse, por ejemplo, en
Sambrook, et al., In Mclecular Cloning: A laboratory
manual. Cold spring Harbor, N.Y. o en cualquier ndmero de
manual de laboratorio que analice la tecnologia de ADN
recombinante. Para transducir células, se pueden utilizar
gencmas AAV de doble cadena en las caApsidas adencovirales
que contienen una combinacién de AAV y ITRs adenoviral. En
otra varlacién, un vector AAV puede ser ubicado en un
vector “cobarde”, “dependiente de ayuda” o¢ vector
adenoviral de “alta capacidad”. Los vectores hibridos de
adenovirus AAV estén analizados en Lieber et al., J. Virol.
73:9314-9324, 1999. Los vectores hibridos de adenovirus/
retrovirus estan analizados en Zheng et al., Nature
Biotechnol. 18:176-186, 2000. Los genomas retrovirales
contenidos en un adenovirué se pueden integrar dentro del
genoma de la célula diana y provocar una expresién estable

del gen SDF-1.
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También se contemplan otros elementos de la secuencila
de nucleétidos que facilitan la expresién del gen SDF-1 y
la clonacién del vector. Por ejemplo, la presencia
intensificadores en direccién al promotor o terminadores en
direccién descendiente hacia de la regidén de codificacién,

por ejempleo, pueden permitir la expresiotn.

De acuerdo con otro de los aspectos de la presente
invencién, un promotor de tejido especifico, las secuencias
de control de transcripcién de tejido especifico de la
cadena-2 (MLC,,) liviana de la miosina ventricular izqulerda
© 1 cadena (MHC) pesada de miosina, puede fusionarse a un
gen SDF-1. Por medio de la fusiédn, estos promotores de
tejido especifico que se encuentran dentro del constructo
adenoviral, la expresién transgénica se limita a los
cardiomiocitos ventriculares. Se puede determinar 1la
eficacia de la expresién de los genes y el grado de
especificidad provisto por los promotores de tejido
especifico, mediante la utilizaciétn del sistema adenoviral
recombinante de 1la presente Iinvencién. La expresién
especifica cardiaca (es decir, especifico de tejido de
miocardio) es blen conocida en la materia (J. Biol. Chenm.,
267: 15875-15885, 1992). También pueden utilizarse otros

promotores, tales como el promotor troponina- C.

La utilizacién de promotores de tejido especifico

dirigidos tnicamente a los cardiomiocitos {(es decir, sin 1la
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expresién concomitante en las células endotellales, las
células de misculos lisos, y los fibroblastos del corazén)
al momento de transportar el gen SDF-1 in vivo suministran
una expresién adecuada de 1la proteina SDF-1 para el
tratamiento terapéutico. Limitar 1la expresitn de los
cardiomiocitos también resulta beneficioso en cuanto a la
utilidad de la transferencia de genes para el tratamiento
de CHF. Més atin, los cardiomiocitos posiblemente
suministren la expresiétn transgénica mas grande ya que las
células no sufren un ripido movimiento; la expresién
entonces nc disminuiria a partir de la divisién celular y

la muerte como ocurriria con las células endoteliales.

Los promotores especificos endoteliales ya se encuentran
disponibles para tal fin (Lee, et al., J. Biol. Chem., 265:

10446-10450, 1990).

En adicién a los métodos basados en el vector viral,
también pueden utilizarse los métodos no virales para
introducir un gen SDF-1 adentro de una célula diana. En
Nishikawa and Huang, Human Gene Ther. 12:861-870, 2001, se
brinda una revisién respecto de los métodos no virales de
transmisién de genes. El método no viral de transmisién de
genes que se prefiere de acuerdo con la presente invencién
utiliza un ADN pléasmido para introducir un Acido nucleico
SDF-1 dentro de la célula. Los métodos de transmisién de
genes basados en plasmidos son bien conocidos en la

materia.
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Se pueden designar moléculas de transferencia de genes
sintéticos para formar agregados multimoleculares con ADN
plasmido (es decir, obteniendo una secuencia de

codificaciédn SDr-1 operablemente unida al promotor

especifico de miocardio}. Estos agregados pueden ser
designados para unirse a la célula diana ( es decir,
cardiomiocitos).

Pueden utllizarse anfifilos catiénicos, incluyendo
lipopoliaminas y lipidos catibdnicos, para suministrar una
transferencia de 4&cido nucleico SDF-1 independiente del
receptor a las células diana ( a saber, cardiomiocitos).
Més atn, los liposomas catiénicos preformadocs o lipidos
catidnicos pueden ser mezclados con los ADN pléasmidos para
generar complejos para transfeccién celular. Los métodos
que involucran formulaciones de 1lipidos catifnicos se
encuentran en Felgner et al, Ann. N.Y. Acad. Scl. 772:126-
139, 1995 y Lasic and Templeton, Adv. Drug Delivery Rev.
20:221-266, 1996. Para la transmisién de genes, el ADN
también puede asoclarse a un péptido catiénico (Fominaya et

al, J. Gene Med., 2:455-464, 2000)}.

De acuerdo con la presente invencién, también pueden
vtilizarse los métodos que involucran tanto componentes
virales como no virales. Por ejemplo, un plasmide basado en
el virus Epstein Barr (EBH) para la transmisién terapéutica

del gen estd analizado en Cui et al, Gene Therapy 8:1508-
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1513, 200l1. mds atn, en Curiel, D. T., Nat. Inmun. 13: 141i-
164, 1994, se describe un método que inveolucra un adijunto

policatiténico/ ligando/ ADN unido a un adenovirus.

Los vectores que codifican la expresién de SDF-1
pueden ser transmitidos a la célula diana mediante una
preparacién lnyectable que contiene un portador
farmacéuticamente aceptable, como soluclén salina, si es
necesario. De acuerdo con la presente invencién, también
pueden utilizarse otros portadores farmacéuticamente

aceptables, formulaciones y dosis.

El vector puede ser transmitido al lugar en que la
célula diana contiene una célula del miocardio infartado
mediante una inyeccidén intra coronaria directa utilizando
una Jeringa tuberculina con guia fluoroscépica, en cantidad
suficlente para que la proteina SDF-1 se exprese a un grado
que permita una terapia altamente efectiva. Al inyectar el
vector directamente en el tejido del miocardic infartado,
es posible tener como objetivo el gen con bastante
efectividad y minimizar 1la pérdida de 1los vectores

recombinantes.

Este tipo de inyeccién permite la transfecclédn local
de una cantidad deseada de células, especialmente los
cardiomiocitos, en el miocardio afectado, maximizado asi la
efectividad terapéutica de la transferencia de genes y

minimizando la posibilidad de una respuesta inflamatoria a

sV



las proteinas virales. Se puede utilizar un promotor
especifico de cardiomiocito, por ejemplo, para permitir con
seguridad una expresién limitada a los cardiomiocitos. Asi,
la transmisién de 1los transgenes en este caso puede
resultar en una expresién de genes objetive, por ejemplo,
las células del ventriculo izquierdo. También pueden
utilizarse otras técnicas conocidas la materia para
transplantar el vector a las células diana del miocardio

infartado.

Los vectores pueden ser transmitidos por inyeccién
directa al medio de cultivo en donde la célula diana es una
célula de cultivo que luego es transplantada al miocardio
infartado. Un &cido nucleico SDF-1 transfectado en las
células puede estar operablemente unido a cualquier
secuencia regulatoria adecuada, incluyendo un promotor

especifico de miocardic y un intensificador.

Las células diana transfectadas luego pueden ser
transplantadas al miocardio infartado como bien se conoce
en las técnicas .de transplante, tales como la inyeccidn
intra coronaria directa utilizando una jeringa tuberculina.
Si en primera instancia se transfecta las células diana in
vitro y luego se le transplanta 1las células diana
transfectadas al miocardic infartado, la posibilidad de una
respuesta inflamatoria en el miocardio infartado se
encuentra minimizada en comparacién de la inyeccién directa

del vector en el miocardio infartado.
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Los &cidos nucleicos SDF-1 presentes en la invencién
pueden ser expresados durante cualquier duracién de tiempo
apropiado dentro de la célula diana, incluyendo 1la
expresién pasajera y la expresidn estable a largo plazo. En
una incorporacién preferida, el &cido nucleiceo SDF-1 seréa
expresado en cantidades terapéuticas durante una duracién

definida y adecuada de tiempo.

Una cantidad terapéutica es una cantidad capaz de
producir un resultado clinicamente deseable en un animal o©
humano tratado. Como blen se conoce en el campo de la
medicina, la dosis para cualquier animal o humano dependeri
de muchos factores, incluyendo el tamafio del sujeto, el
drea de superficie corporal, la edad, la composicién
particular que serd administrada, el sexo, horarios y vias
de dosificacién, salud general, y otras drogas que estén
siendo administradas en ese momento. Las dosls especificas
de proteinas, &cidos nucleicos o pequefias moléculas pueden
ser réapidamente determinadas por un experto en la materia
mediante la utilizacién de los métodos experimentales que a

continuacién se detallan.

La expresién de SDFD-1 puede ser pasajera cuando por
ejemplo una célula que no es transfectada con una proteina
SDF-1 que codifique el vector, es transplantada al
miocardio infartado. Alternativamente, la expresion de la

proteina SDF-1 puede ser a largo plazo, como sucede cuando

1A}
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el miocardio infartado es transfectado con un vector
codificador de la proteina SDF-1 o cuando se transplanta
una c¢élula transfectada con un vector codificador de la

proteina SDF-1 en el miocardic infartado.

La expresién de SDF-1 a largo plazo es beneficlosa ya
que permite que la concentracién de células madre aumente
con un agente movilizador, como lo es G-CSF o cualquier
otro factor, en un tiempo lejano a partir de la cirugia o
un procedimiento que transplante las células. Cuando G-CSF
es el agente movilizador hay un aumento significativo en el
conteo neutré6filo, que podria provocar efectos negativos en
el periodo peri- quirirgico, pero no en los dias o semanas
posteriores. Mads alin, la expresién de la proteina SDF-1 de
sobreregulacién crénica o a largo plazo en la expresidédn de
la proteina SDF-1 podria dar lugar a miltiples intentos
respecto de la movilizacién de las células madre. Ademas,
la sobreregqulacién crénica en la expresién de la proteina
SDF-1 provoca la guia de las células madre a largo plazo en
el tejido del miocardio infartado de la sangre periférica
sin la necesidad de movilizacién por parte de las células

madre.

La movilizacién de las células madre

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién,

la concentracién de células madre en la sangre periférica

del sujeto puede aumentar si se le administra un agente
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inductor de la movilizacidn de las células madre hacia la
sangre periférica del sujeto. Las células madre pueden ser
movilizadas haclia la sangre periférica del sujeto a fin de
elevar la concentracién de células madre en el sujeto
periférico mediante la utilizacién de un ntimero de agentes.
Por ejemplo, para elevar el nimero de células madre de la
sangre periférica de un mamifero, se le puede administrar
un agente que induce a que las células madre se movilicen
desde la médula $sea. Se conoce un gran nimero de esos
agentes e incluyen citocinas, tales como el factor de
estimulacién de colonia de granuloclito (G-CSF), el factor
de estimulacién de colonia de granulocito-macréfago (GM-
CSF), interleucina (IL)-7, IL-3, IL-12, factor de células
madre (SCF), y ligando flt-3; quimosinas como la IL-8, Mip-
la, y Grof, y los agentes quimioterapéuticos de
ciclofosamida (Cy) y paclitaxel. Estos agentes difieren en
cuanto a su marco de tiempo para lograr la movilizacién de
las células madre, el tipo de células madre movilizadas y

la eficacia.

El agente movilizador puede ser administrado al sujeto
por inyeccién directa del agente movilizador. Es preferible
que el agente movilizador sea administrado 1luego de 1la
sobrerequlaciétn de la expresién SDF-1 en el miocardio
infartado. El1 agente movilizador, sin embargo, puede ser
administrado antes de que 1la expresién SDF-1 sea

sobreregqulada.



Un agente movilizador que se prefiere es un factor de
estimulacién de colonias, como el G-CSF. Una dosis normal
de G-CSF en un sujeto murino es de alrededor de 125 ug/ kg
por dia durante un tiempo de entre 5 a 10 dias. El agente

G-CSF se administra 1luego de que se sobreregule la

expresién SDF.

Alternativamente, como se conoce en la materia, la
concentracién de células madre en la sangre periférica
puede aumentar a partir de la inyeccién de células madre

especlallizadas en la sangre periférica (a saber, MAPC’s).

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién,
el FCEV expresado en el miocardico infartado es de la
familia de los factores de crecimiento endotelial vascular
que inducen al crecimiento de nuevos vasos sanguineos
colaterales. Los FCEVs son factores de crecimiento
angiogénicos especificos c¢on una actividad de vaso-

permeabilidad y células endoteliales diana casi exclusivas.

El FCEV expresado en el miocardio infartado puede ser
una expresién producida por un gen FCEV. Los FCEVs
preferidos que pueden ser utilizados de acuerdo con 1la
presente invencién incluyen FCEV-1 (también conocido como
FCEV-A) y otros FCEV'1l, tales comc FCEV-2 (FCEV-C), FCEV-3

{FCEV-B), FCEV-D, FCEV-E, y factores de crecimiento
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placental estructuralmente homflogos. Las isoformas
conocidas de FCEV-1 incluyen 121, 138, 162, 165, 182, 189,
y 206 aminoacidos. Estas isoformas estan identificados,
respectivamente, como FCEV-121, FCEV-165, FCEV-162, FCEV-
182, FCEV-189 y FCEV-206. La actividad mitogénica y de
unién de heparina de estas isoformas difiere. Una isoforma
de FCEV-1 que se prefiere en su utilizacién para 1la
presente I1nvencién es el FCEV-165, También se pueden
ntilizar de acuerdo con la presente invencién, otras
isoformas de FCEV-1 y otros hombélogos de FCEV que no se

mencionan.

El FCEV de 1la presente invencidn puede tener una
secuencia de aminoacidos ldéntica a la del FCEVs anterior.
El FCEV de la presente invencidén también puede ser una
variante de uno de los FCEVs anteriores, como un fragmento,
andlogo y derivado de FCEV. Tales variantes incluyen, por
ejemplo, un polipéptido codificado por una variante alélica
se produce naturalmente del gen FCEV nativo {( a saber, un
acido nucleico que se produce naturalmente cque codifica un
FCEV de mamifero que se produce naturalmente), un
polipéptido codificado por una unién alternativa por el
homélogo de un gen FCEV nativo, y un polipéptido codificado
por una variante que no se produce naturalmente del gen

FCEV.

Las variantes de FCEV tienen una secuencia de péptidos

que difiere del FCEV nativo en uno o méAs aminoAcidos. La
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secuencia de péptidos de tales variantes puede figurar una
supresién, adicién o sustitucién de uno ¢ mAs aminodcidos
de un FCEV nativo. Es preferible que las inserciones de
aminodcidos sean de aproximadamente 1 a 4 aminoAcidos
contiguos, y las supresiocnes de entre 1 a 10 amino&cidos
contiquos. El1 FCEV de la variante, de acuerdo con 1la
pPresente invencién, mantiene sustancialmente una actividad
funcional de FCEV nativo. Es preferible que las variantes
de la proteina FCEV puedan ser realizadas mediante la
expresién de una molécula de Acido nucleico dentro de la

invencién que figuren cambios silenciosos o conservadores.

Los fragmentos de FCEV correspondientes a uno o mas
motivos particulares y/c dominios o a tamafics arbitrarios,
se encuentran dentro del alcance de la presente invencién.
Al examinar los péptidos producidos por recombinacién se
pueden obtener porciones aisladas de peptidilo de FCEV del
fragmento del acido nucleico que codifique tales péptidos.
Mas ain, los fragmentos pueden ser quimicamente
sintetizados mediante la utilizacidén de técnicas conocidas
en la materia, como por ejemplo la base sbélida f-Moc

Merifield o la quimica t-Boc.

Las variantes de FCEV también incluyen formas
recombinantes de FCEV. Los polipéptidos recombinantes que
se prefieren en la presente invencidn, ademids de la
proteina FCEV, son codificados por un &cido nucleico que

tiene al menos una identidad de secuencla del 85% con una
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secuencia de acido nucleico de un gen que codifica un FCEV

de un mamifero.

Entre las variantes de FCEV se pueden incluir formas
agonisticas de la proteina que constitutivamente expresa
las actividades funcionales del FCEV nativo. Otras
variantes de FCEV son resistentes al desdoblamiento
proteolitico, como por ejemplo, como consecuencia de las
mutaciones que alteran las secuencias diana proteasa. Si
se examina la variante para la actividad funcional FCEV, se
podrid determinar si un cambic en la secuencia de
aminoaclidos de un péptido puede resultar en una variante de

una o maAs actlividades funcionales de un FCEV.

Acidos Nucleicos FCEV

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a las
moléculas de acido nucleico que codifican acidos nucleicos
FCEV y no nativos que codifican un FCEV de mamifero. Estas
moléculas de &acldo nucleico pueden presentarse como ARN o
ADN (por ejemplo, cADN, ADN genémico, y ADN sintético). El
ADN puede ser de cadena doble o simple, y si es de cadena
simple puede ser la cadena de codificacibén (sentido) o de

no codificacién (antisentido).

Otras moléculas de &acido nucleico incluidas en la
presente invencién son variantes de un gen FCEV nativo,

como aquellos que codifican fragmentos, andlogos ¥y
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derivados de un FCEV nativo. Estas variantes pueden ser,
por ejemplo, una varliante alélica que se produce
naturalmente de un gen FCEV, un homélogo de un gen FCEV, ©
una variante que no se produce naturalmente de un gen FCEV
nativo. Estas variantes cuentan con una secuencia de
nuclebétido que difiere del gen FCEV nativo en una o més
bases. Por eljemplo, la secuencia de nuclebétido de tal
variante puede figurar una supresién, una adicién o una
sustitucién de uno o mis nuclebdtidos del gen nativo FCEV.
Es preferible que las inserciones de &cido nucleico sean de
entre 1 a 10 nucledtidos, y las supresiones sean de entre 1

a 30 nuclebdbtidos contiguos.

En otras aplicaciones, 1los cambios sustanciales
manifestados por el FCEV de la variante respecto de su
estructura, pueden ser generados sl se 1llevan a cabo
sustituciones de nuclebétidos que provoquen nada menos que
cambios conservadores en el polipéptido codificado. Ejemplo
de tales sustituciones de nucleb6tidos son aquellas que
producen cambios en (a) la estructura de la médula éseé
péptica; (b) la carga de hidrofobicidad del polipéptido; o
(c) la mayor parte de una cadena secundaria de aminoécildoes.
Las sustituciones de nucledtidos que generalmente se espera
que produzcan los cambios mAs importantes en las
propledades proteinicas son aquellos que inducen cambios no
conservadores en codones. Son ejemplos de cambios de
codones que posiblemente produzcan cambios mayores en la

estructura proteinica aquellos que provocan la sustitucidn

6t
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de (a) un residuc hidrofilico, por ejemplo, la serina o la
treonina, para (o por} un residuo hidrofébico, como la
leucina, la isoleucina, la fenilalanina, valina o alanina;
(b) una cisteina o prolina para (o por) cualquier otro
residuo; (c) un residuo con cadena secundaria
electropositiva, como 1la lisina, arginina, o histidina,
para (o por) un residuo electronegativo, como la glutamina
¢ el aspartamo; o (d)un residuo con cadena secundaria, como
la fenilalanina, para (o por) uno que no tenga cadena

secundaria, como la glicina.

Las variantes alélicas que se producen naturalmente
del gen FCEV comprendidas en esta invencién son acidos
nucleicos aislados del tejido de un mamifero, con al menos
una secuencia de identidad del 75% con un gen FCEV nativo,
y codifican polipéptidos que tienen una estructura similar
al FCEV nativo. Los hombélogos de un FCEV nativo dque estén
comprendidos en la presente invencién son dcidos nucleicos
alslados de otras especies que tienen por 1o menos una
secuencia de identidad del 75% con un gen nativo, vy
codifica los polipéptidos con una estructura similar al
FCEV nativo. Se pueden buscar las bases de datos de los
dcldos nucleicos, ya sean piblicas o registradas, a fin de
identificar otras moléculas de A4acido nucleico con un
elevado porcentaje de identidad de secuencia para un gen

FCEV nativo.
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Las variantes FCEV que no se producen naturalmente son
dcidos nucleicos que no se producen naturalmente (por
ejemplo, estén producidos por la mano del hombre), y tienen
una secuencia de identidad de al menos un 75% con un gen
FCEV nativo, y codifican polipéptidos con una estructura
similar al FCEV nativeo. Como ejemplos de variantes de genes
FCEV no naturales se puede menclonar a aquellas que
codifican un fragmento de un FCEV nativo, aquellas que
hibridizan a un gen FCEV nativo 0o a un complemento de un
gen FCEV nativo en condiciones de rigurosidad, aquellas que
comparten un 65% de la secuencia de identidad con un gen

FCEV nativo, y aquellas que codifican un FCEV.

Los &cldos nucleicos que codifican fragmentos de FCEV
contenidos en la presente invencién son aquellos que
codifican residuos de aminoacidos de un FCEV nativo. Los
oligonucledtidos mds cortos que codificarn o hibridizan con
dcidos nucleicos que codifican fragmentos de un FCEV
nativo pueden ser utilizados como moléculas antisentido,
cebadores o sondas. Los polinuclebdétidos mAs grandes que
codifican o hibridizan con Acidos nucleicos que codifican
fragmentos de un FCEV nativo también pueden ser utilizados
en varios aspectos de la presente invencidén. Los A&cidos
nucleicos que codifican fragmentos de un FCEV nativo pueden
producirse a partir de 1la digestién enzimadtica (por
ejemplo, utilizando una enzima de restricclidén) o de la
degradacién quimica de la extensién méxima del gen FCEV

nativo o de las variantes del mismo.
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En la presente invencién también pueden utilizarse los
acidos nucleicos gue hibridizan en condiciones rigqurosas
los écidos nucleicos mencionados. Por ejemplo, pueden estar
comprendidos en la presente invencién, los &cidos nucleicos
que hibridicen a uno de los Acidos nucleicos mencionados en
condiciones de minima rigurosidad, condiciones de
rigurosidad moderada, o© condiciones de una rigurosidad

elevada.

Las moléculas de 4acido nucleico que codifican una
proteina de fusién FCEV también pueden ser utilizadas en
esta invencién. Estos acidos nucleicos pueden obtenerse si
se prepara un constructo ( por ejemplo, un vector de
expresidén) que exprese una proteina de fusién FCEV cuando
sea introducida en la célula diana adecuada. Por ejemplo,
el constructo puede obtenerse al ligar un primer
polinucledtido que codifique un FCEV fusionado con un
secundo polinucleétido que codifique otra proteina, de
manera que la expresidén del constructo en un sistema de

expresiétn adecunado produce una proteina de fusién.

Los oligonucledtidos comprendidos en 1la invencién
pueden ser mezclas quiméricas de ADN o ARN o derivados o
versiones modificadas de los mismos, de cadena simple o de
cadena doble. Estos oligonuclebétidos pueden ser modificados
en la porciétn de la base, porcidén de aziicar o columna

principal de fosfato, por ejemplo, para mejorar la
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estabilidad de la molécula, la hibridizacién, etcétera. Los
cligonuclebtidos comprendidos en esta invencié4n pueden
ademds incluir otro grupo adicional, como los péptidos {(por
ejemplo, para tener como objetivo receptores celulares in
vivo}, o agentes que faciliten el transporte a lo largo de
la membrana celular. A tal fin, los ocligonucleétidos pueden
conjugarse a otras mocléculas, por ejemplo, un péptido, un
agente de unién reciproca desencadenado por la
hibridizacién, agentes de transporte, agentes de

descomposicién desencadenados por la hibridizacién.

Expresién FCEV

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién,
la expresién FCEV en el miocardio infartado puede aumentar
si se le introduce un agente a las células diana que

aumente la expresién de FCEV.

Las células diana pueden incluir células dque estén
dentro del miocardio infartado o células ex vivo, tales
como mloblastos o fibroblastos, que son transplantados en
los tejidos del miocardio infartado con 1la posterior
introducciétn del agente. Cuando las células diana son
células que son transplantadas dentro del miocardio
infartado, la célula diana puede ser la misma célula que
las células utilizadas para promover la sobreregulaciédn de
la proteina SDF-1 o transfectada con una proteina SDF-1 que

codifique el vector.
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El agente puede comprender &cidos nucleicos FCEV
naturales o sintéticos que son incorporados a 1los
constructos del &acido nucleico recombinante, normalmente
constructos de ADN, capaces de introducirse y replicarse en
la célula. Es preferible que este constructo incluya un
sistema de replicaciétn y secuencias capaces de producir
transcripcién y traduccién de una secuencia de codificacién

de polipéptidos en una determinada célula diana.

También se pueden introducir otros agentes a 1las
células diana a fin de elevar los niveles de FCEV en el
tejido diana. Por ejemplo, los agentes que aumentan 1la
transcripcién de un gen que codifica FCEV; elevan 1la
traduccién de un mARN que codifica un FCEV, y/c aquellos
que aumentan el grade de degradacién de un mARN que
codifica FCEV podrian ser utilizados para elevar 1los
niveles de FCEV. A fin de elevar el grado de transcripcién
de un gen dentro de una célula debe introducirse un
promotor exégeno en direccién a un gen que codifica FCEV.
También pueden aplicarse los elementos intensificadores que

facilitan la expresién de un gen heterblogo.

Un método preferido para introducir al agente dentro
de la célula diana involucra la utilizacién de terapia de
genes. La terapia de genes, de acuerdo con la presente
invencién, puede ser utilizada para expresar FCEV a partir

de una célula diana in wvivo o in vitro.



54

Un método preferido de terapia de genes involucra la
utilizacién de un vector que incluye un nuclebétido que
codifica FCEV. Podemos incluir algunos ejemplos de vectores
que pueden utilizarse, como por ejemplo, vectores virales
(como adenovirus (Ad), virus asociados con virus adenovirus
(AAV), y retrovirus), liposomas, y otros complejos que
contienen lipidos, y otros complejos macromoleculares
capaces de mediar la transmisiédn de un polinucledtido a una

célula diana.

Los vectores también pueden abarcar otros componentes
o funcionalidades que modulan alin mas la transmisiédn de
genes y/o la expresién de genes, o que en caso contrario
suministran propiedades beneficiosas para 1las células
objetivo. Esos otros componentes incluyen, por ejemplo,
componentes que influencian la unién o el objetivo de las
células (incluyendo componentes que median la unién de tipo
celular o especificamente tisular):; componentes que
influyen en la toma del &cido nucleico del vector a través
de la célula; componentes que influyen en la localizacién
de los polinucledtidos dentro de la célula luego de la toma
{ tales como agentes que median la localizacién nuclear):; y
componentes que influyen en la expresién de 1los
polinuclebétidos. Estos componentes también pueden incluir
marcadores, tales como marcadores de detecciétn o seleccién
que pueden ser utilizados para detectar ¢ selecclonar

células que han que han sido utilizadas y estdn expresando



55

el Acido nucleico transmitido por el vector. Estes
componentes pueden ser provistos comc una caracteristica
natural del vector (como el uso de ciertos vectores virales
que poseen componentes de funcionalidades que median la
unién y utilizadas), o los vectores pueden ser modificados

para suministrar tales funcionalidades.

Los marcadores de seleccién pueden ser positivos,
negativos o bifuncionales. Los marcadores de seleccién
positivos permiten 1la seleccitn a células que portan el
marcador, mientras que los marcadores de seleccién
negativos permiten que las células porten el marcador para
que éste sea selectivamente eliminado. Se ha descrito una
variedad de estos genes marcadores, incluyendo los
marcadores ( a saber positivos/ negativos) bifuncionales,
los cuales pueden suministrar wuna dosis adicional de
control que puede resultar beneficioso en los contextos de
terapia de genes. Se conoce una gran variedad de estos

vectores y en general estidn disponibles.

De acuerdo con la presente invencién, los vectores que
se utilizan en 1la expresién de FCEV de la presente
invencién incluyen vectores virales, vectores basados en
lipidos y otros vectores capaces de enviar nuclebtido a las
células diana. El vector puede ser un vector objetivo, en
especial un vector objetivo que preferentemente se une a
los miocitos ventriculares. Los vectores virales que se

utilizan en esta invencién son aquellos que manifiestan una
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baja toxicidad a la célula diana e inducen la produccién de
cantidades iltiles de FCEV en, términos terapéuticos, de una

forma especificamente tisular.

Los vectores que aqul se prefleren derivan del
adenovirus (Ad) o virus asociado a adenovirus (AAD). Tanto
los vectores virales humanos como los no humanos pueden ser
utilizados pero es preferible que el vector viral
recombinante sea con replicacién defectucsa en humanos.
Cuando el vector es adenovirus, comprende preferiblemente
un polinucleétido con un promotor operablemente unido a un
gen que codifica una proteina angiogénica o péptido, y es
de replicaciédn defectuosa en humanos. También pueden
utilizarse otros vectores que incluyen vectores virales o
no virales conocidos en la materia y descriptos

anteriormente.

En muchos de los vectores virales compatibles con los
métodos de la invencién, se puede incluir mas de un
promotor en el vector para permitir que el vector exprese
mis de un gen heterdlogo. Mas atn, el vector puede
comprender una secuencia que codifique un péptido de sefial
u otra porcidén que facilite la secrecién de un producto

FCEV de la célula diana.

Para combinar las propiedades beneficiosas de dos
sistemas de vectores virales, se pueden utilizar vectores

virales hibridos para enviar un Aacldo nucleico FCEV al
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tejido diana (por ejemplo, miocardio}. También se
contemplan otros elementos de la secuencia de nucledtidos
que permiten la expresién del gen FCEV y la clonacién del
vector. Por ejemplo, la presencia de intensificadores en
direccién al promotor o de terminadores de direccién
descendiente a la regién de codificacidén puede permitir la
expresién. En los vectores de la presente invencién, 1la
presencia de elementos que intensifican la expresién de
FCEV especifica de miocardio también puede resultar uvtil

para la terapia de genes.

En la presente invencién también se contempla 1la
utilizacién de promotores especificos de los tejidos para
la célula objetivo. Mediante la fusibén, por ejemplo, las
seéuencias de control de transcripciédn especificas de los
tejidos de la cadena-2 (MLC2v) 1liviana de miosina de
ventriculo izquierdo o cadena pesada de miosina (MHC) a un
transgen, como el gen FCEV-165 dentro del constructo viral,
se limita la expresiétn del transgen a los miocitos

cardiacos ventriculares.

Se cree que mediante la utilizacién de los promotores
MLC2v y MHC y la transmisién del transgen in vivo, el
cardiomiocito solo (que carece de expresidén concomitante en
células epiteliales, células de misculos lisos, Yy
fibroblastos en el corazén)suministrard una expresién
adecuada de una proteina angiogénica, comc la FCEV-165 para

promover la anglogenesis. La limitacién de la expresién a
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los cardiomiocitos también puede traer ventajas
concernientes a la utilidad de la transferencia del gen
para el tratamiento de alteraciones coronarias congestivas.
S1 se le limita la expresibén al corazén, se evitan efectos
potencialmente perjudiciales de angiogénesis en tejidos no
cardiacos. Mas aiin, de las células del corazén, el miocito
posiblemente suministre 1la expresién transgénica mas
extensa ya que las células no pueden sobrellevar un rapido
movimiento; la expresién entonces no disminuiria como
consecuencia de la divisién celular y la muerte como si
podria ocurrir con las células endoteliales. Los promotores
especificos endoteliales estédn disponibles para este

objetivo.

Mediante 1la wutilizacién de sistemas de promotor
regqulable por drogas ( por ejemplo la tetraciclina), puede
iniciarse la expresiénm de SDF-1 con o sin la movilizacién
de la célula madre en tiempo remoto de los procedimientos
precuténeos o quirurgicos necesarios para la implantacién
de células disefladas o vectores genéticos. Ello podria
permitir la recuperaclidn de los tejidos de miocardioc o no
miocardiales antes de producirse un aumento en la cantidad

de células madre que circulan.

Ademés de los métodos basados en vectores virales,
también pueden utilizarse los métodos no virales para
introducir un gen FCEV en una célula diana. De acuerdo con

la presente invencién, un método de transmisién de genes no
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virales utiliza ADN plasmide para introducir un A&cido
nucleico FCEV en la célula. Los métodos de transmisién de
genes basados en el plasmido, son generalmente conocidos en

la materia.

De acuerdo con la presente invencién, se pueden
utilizar tanto componentes virales como no virales. Por
ejemplo, el plasmido basado en el virus Epstein Barr (EBV)
para la transmisién terapéutica de genes se encuentra
descripta en Cui et al., Gene Therapy 8:1508-1513, 2001.
Ademéds, en Curiel, D. T., Nat. Inmun. 13: 141-164, 1994 se
describe un método que involucra un adjunto policatiénico/

ligando/ ADN unido a un adenovirus.

Los vectores que codifican la expresidén de FCEV pueden
ser enviados a la célula diana en forma de preparaciédn
inyectable que contenga un portador farmacéuticamente
aceptable como sclucién salina, por ejemplo, como sea
necesario. También se pueden utilizar otros portadores

farmacéuticamente aceptables, formulaciones y dosis.

En el lugar en el cual la célula diana contenga una célula
del miocardio infartado, el vector puede ser enviado a
través de una inyeccibén intra coronaria directa mediante la
utilizacién de una jeringa tuberculina con guia
fluoroscéplica, en cantidades suficientes comc para que FCEV
se exprese a un grado que permita la realizacién de una

terapla altamente efectiva. Al inyectar el vector



directamente dentro del tejido de miocardio infartado, es
posible que se ataque el gen con bastante efectividad, y se

minimicen las pérdidas de los vectores recombinantes.

Este tipo de inyeccién permite la transfeccién local
de una cantidad deseada de células, en especial miocitos
cardiacos, en el mlocardio afectado, maximizando de esta
manera la eflcacia terapéutica de la transferencia de
genes, Yy minimizando 1la posibilidad de obtener una
respuesta inflamatoria a las proteinas virales. Se puede
utilizar un promotor especifico del cardiomiocito
ventricular, por ejemplo, para facilitar una expresién
sequra limitada a los cardiomiocitos. Asi, la transmigién
de los transgenes en este caso puede resultar en una
expresién de gen objetivo en, por ejemplo, las células del
ventriculo izquierdo. También se pueden wutilizar otras
técnicas conocidas en la materia para el transplante del

vector en las células diana del miocardio infartado.

Los vectores pueden ser enviados a través de una
inyeccibén directa al medio de cultivo, donde la célula
diana es una célula de cultivo que luego serid transplantada
en el miocardio infartade. Un &cido nucleico FCEV
transfectado en las células puede estar unido operablemente
a cualquier secuencia requlatoria aproplada, incluyendo un

promotor especifico de miocardio y un intensificador.
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Las células diana transfectadas pueden entonces ser
transplantadas al miocardio infartado mediante la
utilizacién de las técnicas conocidas de transplante, tales
como la inyeccién intra coronaria directa mediante una
jeringa tuberculina. Si en primer lugar se transfectan las
células diana al miocardio infartado, se minimiza la
posibilidad de una respuesta inflamatoria en el miocardio
infartado si se lo compara con la inyeccidén directa del

vector en el mliocardio infartado.

El FCEV de la presente invencién puede ser expresado a
través de cualquier medida de tiempo apropiada, incluyendo
la expresidén pasajera y expresién estable a largo plazo.
En una incorporacién preferida, el &cldo nucleico SDF-1
serd expresado en cantidades terapéuticas por una porcién

apropiada y definida de tiempo.

Ejemplos

La presente invencién se encuentra adn mids ilustrada a
través de los siquientes ejemplos especificos. Los ejemplos
son suministrades a modo de illustracién y bajo ningln
concepto deben interpretarse a fin de limitar el alcance o

el contenido de la invencién

Efecto de la movilizacién de células madre con G-~CSF con 8

semanas después de IM
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A fin de afirmar si la movilizacidén de la célula madre
promovida por G-CSF conduce a una regeneracién de miocardio
en ratas con una cardiomiopatia isquémica establecida, las
ratas 8 semanas después del IM eran aleatorias para recibir
ya sea G-CSF recombinante humano (125 pupg/kg/ por dia
durante 5 dias, via inyeccién i.p), como solucidn salina.
La sangre extraida 5 dias después de haberse iniciado la
terapia G-CSF a fin de verificar la estimulacién medular,
reveld una triplicacién en el conteo de leucocitos con G-

CsSF (37,3 + 5,3 células/pl) comparado con la terapia de

solucién salina (11,8 + 4,0 células ul). Al comienzo dal
iltimo dia se comenzé a dosificar S5-bromo- 2°-
deoxiuridina, BrdU, luego de haberle administrado G-CSF por
un total de 14 dias a fin de rotular cualquier célula

proliferativa con un miocardio 20,

Las Flguras 1 (a y b) muestran, respectivamente, 1la
cantidad de células BrdU- positivas dentro de la zona
infartada (a) y la fracciétn de reduccién (b) a los cuatro
dia de dosificacién de salina o G-CSF ( 12 semanas

posteriores a la ligadura LAD}). Los conteos celulares son

células por mn2. Los datos representan los promedios % s.d.

r=6-8 de cada grupo.

La administracién de G-CSF 2 meses después de 1la
ligadura LAD no produjo un incremento en la cantidad de

células positivas BrdU dentro de 1la zona infartada
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(ilustracidn la) ni condujo a una regeneracién de miocardio
significativa determinada por la falta de angiogenesis o
células positivas de la miosina cardlaca dentro de la zona
infartada (los datos mostrados). Doce semanas después de la
litigacién LAD estos animales demostraron una
cardiomiopatia significativa con una fraccién de reducciédn
en animales de control de menos del 10% (normal >60%). Como
consecuencia de la falta de pruebas histolégicas respecto
de una significativa regeneracién de miocardio en respuesta
al G-CSF B semanas después de la ligadura LAD, no se hallé
ningin tipo de recuperacidén significativa con G-CSF

(figura. 1b) respecto de la funcidén sistélica.

Efecto del transplante de SKMB previo a la movilizaciédn de

la célula madre en cardiomiopatias isquémicas.

A fin de comprobar la hipétesis de que el miocardio
temporalmente lejos del momento del infarto de miocardio
puede ser optimizado para la regeneracidtn de miocardio en
respuesta a la movilizacidén de las células madre, se llevd
a cabo el transplante de mioblastos éseos 8 semanas después
de la litigacién LAD. Los animales recibieron 5 inyecciones
de 200.000 SKMB por inyecciédn en la 2zona fronteriza del
infarto. Ya que 1la hipbétesis inicial fue que el SKMB
transplantado seria utilizado como una estrategia para la
expresién de productos genéticos responsables de albergar
a la célula madre, como control, el SKMB fue transfectado

con el adenovirus que codifica la luciferasa.

t



L.as Figuras 2 {(a y b) muestran el efecto de 1los
mioblastos O6seos (SKMB) sobre los conteos celulares BrdU+
en la zona Infartada 4 semanas luego del transplante

celular (12 semanas después de la ligadura LAD). Los datos

representan un promedio t s.d. n=6-8 por grupo.

La introduccién del SKMB en del corazén infartado en
ausencia del G-CSF nc incrementé significativamente 1la
incorporacién de células BrdU positivas en 1la zona
infartada. Sin embargo, la combinacién del transplante de
SKMB y G-CSF no produjo un incremento significativo
respecto de la cantidad de células B_rdU positivas en 1la
zona infartada 4 semanas mas tarde (ilustracién 2b). MAs
atn, comparado con otro; animales que han recibido ya sea
un transplante de G-CSF o de SKMB solamente, los animales
que recibleron 1la terapia combinada experimentaron un
aumento significativo en la fraccién de reduccién
(ilustracién 2b) relativa a 1los controles de solucién

salina.

A fin de determinar sl las células BrdU positivas de
la zona del infarto se originaron en la médula, o si eran
células endbgenas del miocardio que se dividieron, 8
semanas después de la ligadura LAD, se administré BrdU
durante 5 dias, comenzando 6 dias antes del transplante de

SKMB y al inicio del G-CSF.
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La figura 3a muestra que la médula (MO) manchada por
BrdU reveld casi el 100% de la mancha de las células BM
cultivadas de miltiples animales. La ilustracién 3b muestra
que no se observdé ninguna célula BrdU significativa en un
miocardio sin tratar luego de 5 dias de dosificacién de
BrdU. Los datos representan un promedio + s.d. de células
positivas cuantificadas por dos observadores independientes
que no podian ver la identidad de cada animal. N=6-8 por
grupo. La barra en escala representa 25 uM. Ello hizo que
se rotularan las células en la médula sin una rotulacién de
BrdU significativa del miocardio (17,5 * 2,9 células

positivas /mm2).

La figura 3c muestra el incremento de células BrdU
dentro de la zona del infarto evaluado con la terapia de

acuerdo con la presente invencién.

En estos experimentos, solo aquellos animales que han
recibido SKMB y G-CSF poseen un aumento slignificativo
respecto de la cantidad de células BrdU positivas en la
zona del infarto. Eastos datos concuerdan con el concepto de
que las células BrdU positivas surgieron de la médula &bsea
Yy se guiaron a la zona del infarto después de la terapia
combinada. Los datos también sostienen que los transplantes
de SKMB reestablecen las sefales necesarias para la guia

de las células madre en el miocardio.



Moléculas de sefializacién responsables de la guia de las

células madre en al tejido infartado

La observacién realizada respecto de que las células
en cilrculaciétn se injertardn en el tejldeo infartado 8
semanas posteriores al IM con estimulacién del tejido
mediante el transplante de SKMB urgié la necesidad de
evaluar a los potenciales mediadores de la guia de 1las
células madre. E1 factor -1 estromal de derivacién celular
(SDF-1) media el trAfico hematopoiético y la guia de las
células madre en la médula ésea; por ello, se evaludé su rol
como una potencial molécula de seflalizacién para el injerto
de las células madre en IM y en respuesta al transplante de

SKMB,

La figura 4 es una fotografia que muestra la expresién
del SDF-1 revelado por RT - PCR como una funcién de tiempo
posterior al infarto de miocardio. La expresién SDF-1 esté
ausente en la linea de base, aumentd a la hora y a las 24
horas posteriores al IM. La expresi6tn de SDF-1 vuelve a su
estado ausente entre 24 horas y 7 dias posteriores al IM y
permanece ausente 30 dias después del IM. La expresién SDF-
1l vuelve a aparecer 72 horas después del transplante de

SKMB realizado 30 dias después (30+) del IM,

De esta forma, por la acciédn de RT-PCR, la expresién
de SDF-1 fue observada a la hora y a las 24 horas, pero no

a 0,7 o 30 dias, luego de la ligadura de LAD. La expresién
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de SDF-1 fue inducida por SKMB, y se la observdé 72 horas
después de realizado el transplante, pero no en animales
operados sustitutos (los datos nc se han revelado). PCR
para GAPDH en las mismas muestras revelaron que el ADNc
permanecia intacto en todas las muestras (los datos no se
han revelado). Se ha confirmado a través del PCR en tiempo
real, un aumento en la expresién de SDF-1 como consecuencia
del transplante de SKMB (los datos no se han revelado). El
PCR en tiempo real reveld que los niveles de GAPDH eran

similares entre los grupos.

Para evaluar sli SDF-1 medid el injerto de la células
BrdU positivas en la zona del infarto, los fibroblastos
cardiacos de contrel o aquelleos transfectados establemente
con un vector de expresiétn SDF-1, se transplantaron
vectores de expresidn SDF-1 en el miocardio 4 semanas
después de la ligadura de LAD. Diez dias mas tarde, para
permitir la requlacién en direccién descendiente de 1la
expresién SDF-1 endovenosa, se administré G-CSF durante 5
dias, asi como también BrdU durante 5 dias a partir del

Gltimo dia de dosificacién de G-CSF.

Las figuras 5 (a y b) muestran el nimerc de células
(a) Brdu+ y de (b) células CD117+ en la zona del infarto
después de transcurridas 4 semanas del <transplante de
fibroblastos cardiacos establemente transfectados con o sin
el vector de expresién SDF-1 con o sin la administracién de

G-CSF durante los 5 dias posteriores al transplante de
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fibroblastos cardiacos. Los datos representan un promedio
de células * s.d cuantificadas por dos observadores
independientes sin poder ver la identidad de cada animal.

N=3-5 por grupo.

La figura 5c es una fotografia de CD117+ animal SDF-

1/G-CSF La barra en escala representa 25 uM.

A causa de que SDF-1 ha sido suficiente para inducir
la guia de las células madre al miocardio lastimado, en
respuesta a G-CSF, los transplantes de corazén con
fibroblastos cardlacos de expresién SDF-1 han revelado que
se ha mas que triplicado el aumento en la cantidad de
células BrdU positivas en toda la zona del infarto. Los
animales que recibieron fibroblastos cardiacos de control

tuvieron una sefial BrdU que no ha diferido del control.
Identificacién de células BrdU positivas

Hemos producido inmunofluorescencia a fin de
determinar la identidad de las células BrdU en la zona del
infarto. La decoloracién de los anticuerpos para CD45 ha
demostrado que mis del 5% de las células BrdU positivas en
respuesta al transplante celular y a la dosificaclé4n de G-
CSF son leucocitos, respectivamente. No se observé ninguna
célula positiva BrdU de miosina cardiaca dentro de la zona
del infarto en animales tratados con G-CSF sin o con SKMB o

transplante de fibroblasto cardiaco.



Efecto de la expresién de EKMB y G-CBF sobre la

neovascularizacién y la funciédn LV posterior a IM

A pesar del aumento en la cantidad de células BrduU
positivas en los animales que recibieron el transplante de
SKMB combinado y la estimulacién medular con G-CSF, no se
observé ningdn aumento en la densidad vascular ni en la
cantidad de miocitos en la zona del infarto. Asi, hemos
estudiado el efecto adicional de la sobreexpresiétn de FCEV

sobre el transplante de SKMB y la dosificacién de G-CSF.

Las figuras 6 {a y b) muestran que la
inmunohistoquimica de la zona del infarto reveld tanto
células BrdU+ (flechas abiertas) como células de expresidén
de miosina cardiaca ({flechas cerradas) 12 semanas
posteriores a la ligadura LAD con transplante celular de
(a) SKMB o (b)) SKMB de expresién FCEV sequida de

movilizacién celular utilizando G-CSF.

La figura 6c muestra un mejoramiento en la funcién LV
relativa al control del tratamiento. Los datos representan
una proporcién * s.d. n=6-8 por grupo. La barra en escala

representa 10 uM.

El transplante de SKMB de expresién FCEV-165, 8
semanas después del IM, dio como resultado una densidad

vascular incrementada en la zona del infarto en comparacién

AV
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con los controles de solucién salina (44,1 £ 5,2 vs 17,7 %
2,8 vasos sanguineos/ mm?; FCEV-165 vs solucién salina
respectivamente). Ademds, la combinacidén de expresiédn FCEV-
165 y movilizacién de célula madre con G-CSF condujo a una
repoblacién de la zona del infarto con células de expresidn
de miosina cardiaca con regeneracién de miocardio (Figura
6a). La adicién de la expresién FCEV-165 a SKMB también
incrementé significativamente la funcién LV segin fue
medido por la fraccidén de reduccién (Figura 6b). No se ha
observado una diferencia 1importante en fraccién de
reduccién entre las estrategias de tratamiento de
transplante de SKMB que expresa FCEV-165 y transplante de
SKMB combinado con la administracién de G-CSF (datos no

mostrados) .

Métodos

Ligadura LAD

Todos los protocolos de animales fueron mejorados por
Animal Research Committee, y todos los animales fueron
alojados en las instalaclones de ARAIAC de Cleveland Clinic
Foundation. A los animales se 1los anestesié6 con
pentobarbital de sodio, 50 mg/kg, se los intubédé, y se los
dejé ventilados a temperatura ambiente a B80 respiraciones
por minute utilizandoe un ventilador para roedores (Kent
Scientific Corp. RSP1002). Se indujo la anterior pared de

IM en ratas Lewis de 150-175 g mediante ligadura de la

X2
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arteria descendiente inferior izquierda (LAD) con la ayuda

de un microscopia quirirgico. (Leica M5000).

Ecocardiografia 2D

Se realizé una Ecocardiografia 2D 5-7 dias y 8 semanas
después de 1la ligadura ILAD y 4 semanas después del
transplante SKMB utilizando un transductor de seleccién
lineal 15-MHz relaclionado con Sequoia C256 (Acuson). Se
sedd suvavemente a las ratas con quetamina (50 mg/kqg) para
cada ecocardicograma. Para la cuantificacién de las
dimensiones LV y el grosor de la pared, grabamos
digitalmente fragmentos 2D e im&genes en modo-m en una
vista del eje breve desde mid-LV justo debajo de 1los
misculos papllares permitiendo medidas coherentes desde la
misma ubicacién anatémica en diferentes ratas. Las medidas
se obtuvieron mediante dos observadores independientes
fuera de linea utilizando ProSolve. Cada medida en cada
animal es realizada 6 veces, de 3 elegidos al azar
fragmentos de 5 grabados por un observador para tratar el
brazo. Como medida de 1la funciétn LV, 1la fraccién de
reducciébn fue calculada desde grabaciones en Modo-m. La
fraccién de reduccién (%)= (LVEDD-VCESD)/ LVEDD*100, donde
LVEDD- dimensién diastdlica de extremo ventricular
izquierdo y LEVSD- dimensiétn diastélica de extremo
ventricular lzquierdo. Las dimensiones fueron medidas entre

la pared anterior y posterior desde la vista del eje corto
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debajo del nivel del misculo papilar. Ademids, el grosor de

la pared anterior fue medido en el extremo- didstcle.

Preparacién y distribucién celular

Los mioblastos 6&seos fueron obtenidos de los miembros
traseros de varias ratas Lewis (Harlan Labs), se pusieron
en placas de frasco de cultivo de 175 ml (Falcon), y se las
hizo crecer en DMEM incluyendo 108 de suero bovino fetal,
300 mg/1 ECGS, vy antibiéticos de penicilina,
estreptomicina, y ofloxacin. Para evitar la diferenciacién
se logré que las células pasen una vez 75% de confluencia.
En el dia anterior al transplante celular, los mioblastos
purificados se transfectaron con 108 pfu/ml de adenovirus
de replicacién defectuosa expresando FCEU-165 o luciferaza
(contrel) bajo el control de un promotor CMV. En el dia
del transplante, se obtuvieron los mioblastos con tripsina,
se lavaron extensivamente en PBS para extraer cualquier
particula viral libre y se reconstruyeron inmediatamente
antes del transplante. Se anestesié a los animales, se los
ventild, y se les practicé una toracotomia lateral para
diriéir visualizacién de la zona infartada. Aproximadamente
1l x 10(6) células fueron inyectadas por animal en 5

ubicaciones.

Los fibroblastoes cardiacos fueron obtenidos de
corazones de varias ratas adultas y se las ubicé de manera

similar para SKMB. SDF-1 del ARN total recuperado de
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corazones 24 horas después del infarto de miocardio fue
clonado en el vector de expresiédn PCDNA3.l (Hacia delante-
(NOT-1) -AATAAGARATGCGGCCGCATGGACGCCAAGGTCGTGCTGTGCTGGCC;

Reverso- (Xba-1) ~-TCTAGACTTGTTTARGGCTTTGTCCAGGTACTCTTGGA. Los
fibroblastos cardiacos transfectados establemente con SDF-1
vector de expresiétn PCDNA3.1 fueron selecclonados con

neomicina.

Movilizaocién de célula madre

G-CSF (125 ug/kg) humana recombinante se administré
via inyeccibn intraperitoneal (i.p) durante 5 dias
comenzando en el dia del transplante de mioblasto d&seo.
Conteco sanguineo completo y dates diferenclales (Bayer,
ADVIA) se obtuvieron en el dia 0, 5, 14, y 21 después del
transplante. Para medir la extensiétn acumulativa de 1la
proliferacidén celular, se inyectd via i.p 50 mg/kg de BrduU
durante 14 dias comenzando en el dia 5 para permitir que
BrdU rotule cualgquier célula madre proliferante inducida

por G-CSF.

Analisis histolégico

Se les practicd eutanasla a las ratas, los corazones
fueron obtenidos para anédllsis 4 semanas después del
trangplante celular seguido de fijacién de perfusidén con
HistoChoice (Amresco Inc., Solon, OH), y se seleccionaron

en tres divisiones iguales perpendiculares al eje largo LV.
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Los segmentos apicales y mid- ventriculares se insertaron
en parafina y se utilizaron varias seccliones de 6um de
espesor para la immunohistoquimica. Se utllizaron 1los
anticuerpos monoclonales para mlosina cardiaca (Chemicon},
CD45 (Chemicon), Factor VIII (Chemicon), CD117(Santa Cruz
Biotechnology) y BrdU (Vector Labs). Se utilizaron
anticuerpos secundarios, ya sea rotulados FITC o biotina.
Para la cuantificacién, se analizaron cinco secciones en la
zona infartada para células positivas y densidad vascular.
No pudimos realizar rotulaciédn CD117 y BrdU doble porque el
tratamiento HCI en nuestro protocclo para la presentacién
de antigen BrdU dio como resultado la expresién de un
epitope nuclear que reconocieron tres anticuerpos CD117

diferentes.

Analisis PCR

Se realizd el analisis RT- PCR en un ARN total
separado de los corazones de las ratas como una funcién de
tiempo luego de la ligadura LAD y luego del transplante
SKMB. E1 ARN total fue extraidec del tejido mediante el
método de cloruro de guanidina isotioclanato- cesio. Los
cebadores especificos para la SDF-1 de la rata (hacia
adelantes: TTGCCAGCACAAAGACACTCC; Reverso:
CTCCAAAGCAAACCGAA TACAG, pares de base 243 del producto
esperado, 40 ciclos) se utilizaron y GAPDH (hacia delante:
CCCCTGGCCAAGGTCATCCA; Reverso: CGGAAGGCCATGCCAGTGAG, pares

de base 238 del producto esperado, 20 ciclos). PCR en
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tiempo real (Perkin- Elmer, ABI Prism 7700} se utilizé
luego para confirmar el aumento en la expresién en los
corazones infartados Y transplantados utilizando
incorporacién de SYBR verde en SDF-1 de producto PCR (Hacia
delante: ATGCCCCTGCCGATTCTTTG, Reverso:
TGTTGTTGCTTTTCAGCCTTGC, pares de base 116 del producto

esperado) y GAPDH como se indicara anteriormente.

Constructo de adenovirus

El constructo de adenovirus que codifica FCEV-=165 fue
un obsequio generoso de Gen Vec, Inc (Gaithersburg, MD).
Brevemente, las células 293 fueron obtenidas de American
Type Culture Collection (ATCC CRL. 1573) y se mantuvieron
en medio de Eagle (DMEM) modificado de Dulbecco con
suplemento de 10% de suero de ternero. El vector de
adenovirus El, E3 AdFCEV fue generado medliante alineacién
del pléasmido del vector de transporte en un sitio de
restriccién adyacente 1la invertida terminal de repeticién
(ITR)de extremo izqulerde y se contransfectdé en 293 células
con ADN H5d1324 digerido CLAI. Luego de dos purificaciones
de placas secuenciales los bloques vectores se propagaron
en 293 células y se purificaron a través de tres grupos de
gradientes de cloruro de ceslio. El virus purificado fue
dializado contra un amortiguador que contienen 10 mM de
Tris, pH 7,8, 150 mM de NaCl, 10 mM de MgCl2 y 3% de

sacarosa y se almacend en —-80 °C hasta su uso. La expresién
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transgénica estd4 bajo controcl del promotor temprano

inmediato de citomegalovirus.

Anflisis estadistico

Los datos se presentan como un media * SEM. Student t-

test realizd comparaciones entre los grupos
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REIVINDICACIONES

1. El uso de un agente en la preparaciétn de un medicamento

para el tratamiento de tejide de miocardio infartado,

el tejido de miocardio infartado que incluye una primera

concentracién de proteina SDF-1,

el medicamento que es adecuadc para incrementar la
concentracién de proteina SDF-1 en el tejido de miocardio
infartado desde la primera concentracién hacia la segunda

concentracién.

2, El1 medicamento de la reivindicacién 1 que comprende
mioblastos 6seos de mamiferos modificados para expresar la

proteina SDF-1 de mamiferos.

3. El medicamento de la reivindicacién 2, el mloblasto éseo
que es genéticamente modificado con un vector de expresidn,
el vector de expresién incluye un acido nucleico que

codifica la proteina SDF-1 de mamiferos.

4. El1 medicamento de la reivindicacién 3, el vector de
expregiédn que comprende un vector viral derivado de al
menos un adenovirus, virus asociadc con adenovirus, virus

de herpes simple, o retrovirus.
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5. El medicamento de la reivindicacién 2, los mioblastos

6seos que son cultivados ex vivo.

6. E1 medicamento de la relvindicacién 5, los mioblastos
béseos que son introducidos en el tejldo de miocardio
infartado mediante inyeccién de una suspensién de mioblasto
éseo en la periferia del tejido de miocardio infartado o

cerca de la misma.

7. El1 medicamento de la reivindicacién 1, el tejido de
miocardio infartado y la sangre periférica del tejido de
miocardio infartado que incluye una primera concentracién
de células madre y el medicamento que es adecuado para
aumentar la concentracidén de las células madre en la sangre
periférica del tejido 1infartado desde una primera

concentracién hacia una segunda concentracidn.

8. El1 medicamento de la reivindicacién 1, que es adecuado
para aumentar la concentraciédn de las células madre en la
sangre periférica simulténeamente con el incremento de la

concentracién de SDF-1 en el tejido de miocardio infartado.

el
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Método para tratar tejidos de mioccardio infartado que
incluye, la concentracién de la proteina SDF-1 en el tejido
infartado. Se incrementa la concentracién de las células
madre en la sangre periférica del tejldo infartado. E1
nimero de células madre en la sangre periférica es
incrementada mientras que la concentracién de SDF-1 en el

tejido infartado es incrementada.
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STROMAY, CELL-DERIVED. FACYOR-1 MEDYATES
STEM CELL BOMING ARD TISSUR
REGENERATION IN 1ISCHREMIC CARDICMYOFATHY

linid of the .Invention
The present invention relates to a method of
tissue regeneration in ischemic cardiomyopathy and
particularly relates to a method of treating ischemic
cardiomyopathy at a time remote (i.s., weeks) from

myocardial infarctlon.

Background of the Invention
Acute myocardial infarction (MI) remains the

leading cause of morbidity and mortality in western
society. Despite recent therspeutic advances
predominantly targeted at restoring antegrade perfuslon
in the infarct-related artery, 2 “ceiling” of benafit
appears to exiat. Topol, E.J. Lancet 357, 1905-1914

{(2001) . A substantlal proportion of patients who
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experience an acute myocardial infarction (MI)
ultimately develop congestive h;nrt fallure (CHF)
largely as a result of left ventricular (LV)
ramcdeling, a process involving myocardial thinning,
dilation, decreased fénction, ultimately leading to
death. Robbina, M.A. & 0'Connell, J.B., pp. 3-13
{Lippincott~Raven, Philadelphia,159€). Pfeffer, J.M.,
Pfeffer, M.A., Fletcher, P.J. & Braunwald, E. Am. J.
Physiol 260, H1406;H1414 (1991) . Pfeffer, M.A. &
Braunwald, E. Circulation 81, 1161-1172 (1990).

One mathod to treat this protess following
myocﬁrdial infarction involves cell therspy. Penn, M.S.
et al. Prog. Cardiovase. Dis. 45, 21-32 (2002).
Transplantation has focused on uasing a variety of cell
types including differentiated cells, such as skeletal
myoblasts, ca;diac.myocytes, smooth muscle cells, and
fibroblasts, or bone marrow derived cells. Koh, G.Y.,
Klug, M.G., Soonpaa, M.H. & Fleld, L.J. J. Clia.
Invesgt 92, 1548-1554 (1993). Taylor, D.A. et al.

Nat. Med. 4, 929-933 (1998). Jain, M. et al.

Circulation 103, 1920-1927 (2001). Li, R.K. et al.
Ann. Thorac. Surg. 62, 654-660 (1996). Btzion, 5.
et al. J. - Mol. Cell Cardiol. 33, 1321-1330 (2001).

Li, R.X., Jia, Z2.Q., Weleel, R.D., Merante, F. &
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Mickle, D.A. J. Mol. Cell Cardiol. 31, 513-522 (1999).
Yoo, K.J. et al. Yonsel Mad. J. 43, 296-303 (2002).
Sakal, T. et al. Ann. Thorac. Surg. 6B, 2074-2080
(1999). Sakal, T. ét al. J. Thorac. Cardiovasc.
Surg. 118, 715-724 (1999). Orlic, D. et al.

Nature 410,.701-705 (2001). Tomita, §. et al. J.
Thorac. Cardicvasc, Surg. 123, 1132-1140 (2002}.

A growing body of literature suggests that stem
cell mobilization to the heart and differentiation into
cardiac myocytes is a natt'u:ally ‘occurring process.
Jackson, K.A. et al. J. Clin. -Idvest 107, 1395-1402
{2001). Quainj, F. et al. N. Rng'.l.‘d’. Med. 346, 5-15
(2002). This process occurs at a rate insufficient to
result in meaningful recovery of left ventricular
function following myocardial infarction. Id.
Recently, studies have demonstrated the poasibility of
regenerating damaged myocardium either through the
direct injection of stem cells into the blood stream,
or via chemical mobilization of stem cells from the
bone marrow pn.':ior to the myocardial inf;rction. These
studies have de;nonatrated the ahili'ty of stem cells to
home to the infarct zone in the peri-infarct perlod, as
wall as for these cells to then differentiate into

cardiac myocytes. Kocher, A.A. ot al. Nat. Med. 7,
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430-436 (2001). Orlic, D. et al. Proc. Natl. Acad.
Sci. U. 5. A 98, 10344-10349 (2001). Peled, A. ot al.
Blood 95, 3289-3296 (2000). Yong, K. et al. Br. J.
Haematol. 107, 441-449 (1999). To date, all the
studies have focused on the ability of stem cells to
regenerate myocardium within 48 hours after myocardial

infarction.

Susmary of the Invention

One aspect ‘of the present invention relates to al
method of treating infarcted myocardial tissue. Thé
infarcted tissue includes a first concentration of
SDF-1 protein. Peripheral blood of the infarcted
tissue includes a first concentration of stem cells.
In the method, the concentration of SDF-1 protein in
the infarcted tissue can be increased fram the first
concentration to a second concentration. The
concentration of atem cells in the peripheral blood of
the infarcted tissue can be increased from the first
concentration to a second concentration. The
concentration of stem cells in the peripheral blood can
be increased while the concentration of SDF-1 in the
infarcted tissue i» increased.

In accordance with another aspect of the present

invention, the number of stem cells can be increased by

a4
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either administering an ag;nt that causes stem cells to
mobilize from bone marrow to the peripheral blood or
injecting stem cells into the peripheral blood: In a
preferrad aspect of the present invention, the agent
that causes.ihe stem cells to mobllize from the bone
marrow to the peripheral blood can be selected from the
group consisting of cytokines, chemoﬂines, and
chematherapeutic ubents. In a more preferraed aspect of
the present inguntion,.the agent comprises granulocyte
colony stimulating factor (G-CSF).

In accordance with another aspect of presaﬁt
invention, the concentration of SDF-1 protein in the
infarcted tissue can be increased by introducing an
expression vector into the infarcted tissue. The
expresasion vector includes a nucleic acld encoding for
SDF-1 protein. Optionally, the expresaion vactor can
include a tissue specific promoter dirqct;d to
myocardial tissue énd, preferably, cardiomyocytes.

In accordance with yet another aapect of £he
present invention, the concentration of SDF-1 protein
in the infarcted tisaue can be increased by introducing
cells into the infracted tissue that have been cultursd

ex vivo. The cells that have been cultured ex wvivo can
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camprise autologous cells that have been harvested from
the subject to be treated.

In another aspect of the present invention, the
cells that are introduced into the infarcted tissue can
be transfected with an expression vector prior to being
introduced into the infarcted tissue. The expression
vector can include a nucleic acid enceding for SDF-1
protein.

In yet another aspect of the present invention,
the infarcted tissue has a first concentration of VEGF. *
The concentration of VEGF in the infarcted tissue can
be increased from the first concentration to a second
concentration. The concentration of VEGF in the
infarcted tissue can be increased while the
concentration of SDF-1 in the infarcted tissue is
increased.

In one aspect, the concentration of VEGF in the
infarcted timsue can be increased by introducing into
the infracted tissue an expression vector, which
sncodes for VEGF. Optionally, the expression wvector
can include a tissue specific promoter directed to
myocardial tissue and, preferably, cardiomyocytes.

In another aspect, the concantration of VEGF in

the infarcted tissue can be increased by introducing

Ab
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into the infracted tissue cells that are transfected
with an expreasion vector. The expression vector can
include a nucleic acld ancoding for VEGF. The cells
tranafected with an expression vector including a
nuclaic acid encoding for VEGF can be the same cells
introduced into the infarcted tissue to increase the
concentration of SDF-1 in the infarcted tissue.
Another aspact of the present invention relates to
a method of treating infarcted myoéardinl tissue at a
time remote from the myocardial infarction. The
infarcted tissue can include a first concentration of
S8DF-1 protein and a first concentration of VEGF. In
the method, the concentration of SDF-1 protein in the
infarcted tissue can be increased fram the first
concentration to a second concentration substantially
greater than the first concentration. The concentration
of VEGF in the infarcted tissue can be increased from
the first concentration to a second concentration
pubstantially greater than the first concentration. An
agant can be administered that moblllzes stem cells
from bone marrow to paripheral blood of the infarxcted
tissue. The stem cells can be mobilized from the bone

marrow to the peripheral blood while the concentrationa
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of SDF-1 and VEGF in the infarcted tissue are
increased.

In one aspect, the concentration of SDF-1 protein
in the infarcted tissue can be increased by introducing
into the infarcted tissue cells that have been cultured
ex vivo. The cells introduced into the infarcted
tissue can be transfected with an expression vector
prior to being introduced into the infarcted tissue.
The expression vector includes a nucleic acid encoding
for SDF-1 protein. '

In another _aspect, the concentration of VEGF in
the infarcted tissue can be increased 53 introducing
cells into the infarcted tissue. The calls can be
transfected with an expression vector prior to being
introduced into th? infarcted tissue. The expreasion
vector can include a pucleic acid encoding for VEGE.
The cells transfected with an expression vector
encoding for VEGF can be the same cells introduced into
the_infaruted tissue to increase the concentration of

SDF-1 in the infarcted tissue.

Brisf Descri of the Draw:
Further features of the present invention will

become apparent to those skilled in the art to which

the present invention relates from reading the

AL



WO 10801778 PCT/US2903N26013

10

15

20

following description of the invention with reference
to the accompanying drawings in which:

Figs. l(a and b} are grapha showing, respectively,
the number BrdU-positive cells within infarct zone (a)
and shortening fraction (b) 4 weeks following
administration of saline or G-CSF (12 weaks following
LAD ligation).

Figs. 2(a and b) are graphs showling the effect of
skeletal myoblaat (SKMB) transplantation on BrdU+ cell
counts within the infarct zone 4 weeks following cell
transplantation (12 weeks following LAD ligation}.

Figs. 3(a and b) are photographe showing (a) bone
marrow stained for BrdU and (b) untreated myocardium
after 5 days of BrdU acdministration.

Fig. 3c is a graph showing the increased BrdU+
cells within the infarct zone assessed with the therapy
in accordance with the present invention.

Fig. 4 is a photograph showing RT-PCR revealing
stromal derived factor-l (SDF-1) expression as a
function of time following myocardial infarction.

Figa. 5(a and b) are graphs showing the number
of {a) BrdU+ cells and (b) CD117+ cells within the
infarct zone 4 weeks following transplantation of

cardiac fibroblasts stably tranafected with or without
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SDF-1 expression vector with or without G-CSF

administration for 5 days following cardiac fibroblast

transplantation.

Fig. S5c is a photograph from a SDF-1/G~CSF treated

5 animal stained CD1l17+.

Figs. 6({a and b) are photographs showing the

immunohistochemistry of the infarct zone revealing both

BrdU+ cells and cardiac myosin-expressing cells 12

weeks following LAD ligation with cell transplantation

10 of (a) SKMB or (b) VEGF-expressing SKMB followed by

stem cell mobllization using G-CSF.

Fig. 6c is a graph showing improvement in left

ventricle function relative to cell therapy without

VEGF over-expression.

15

Das tion of ths Exbodiments

Unless otherwise defined, all technical terms used

herein have the same meaning as commonly.understood by

one of ordinary skill in the art to which this

invention belongs. Commonly understood definitions of

20 molecular biology terms can be found in, for example,

Rieger et al., Glossary of Genetics: Classical and

Molecular, 5th sditlon, Springer-Verlag: New York,

1991; and Lewin, Genes V, Oxford University Praess: New

York, 1994.

\&®
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Methods involving conventional moleéular biology
techniques are described herein. Such techniques are
generally known in the art and are described in detail
in methodology treatises, such as Molecular 61?ning: A
Laboratory Manual, 2nd ed., vol. 1-3, ed. Sambrook
et al., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.Y., 1989; and Current Protocols in
NMolecular Biology, ed. Ausubel et al., Greene
Publishing and Wiley-Interscience, New York, 1992 {with
periodic updates). Methods for chemical syntheais of
nucleic acids are discussed, for example, ln Beaucage
and Carruthers, Tetra. Letta. 22:1859-1862, 1981, and
Matteuccl et al., J. Am. Chem. Soc. 103:3185, 1981.
Chemical synthesis of nucleic acids can be performed,
for example, on cammorciai automated olligonuclectide
synthesizers. Immunological methods (e.g., preparation
of'antiéen-spccifié antihodie;: imﬁunoérociﬁitation,.-
and immunoblotting) are described, e.g., in Current
Protocols in Immunoclogy, ed. Coligan et al., John
Wiley & Sons, New York, 19591; and Methods of
Immunologlical Analysis, ed. Maaseyeff et al., John
Wiley & Sons, Wew York, 1992. Conventional methods of
gene transfer and gene thermpy can also be adapted for

use in the present invention. Ses, e.g., Gens Therapy:

tb\
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Principles and Applications, ed. T. Blackenstein,
Springer Verlag, 1999; Gene Therapy Protoccls (Methods
in Molecular Medicine), ed. P. D. Robbhins, Humana
Press, 1997; and Retro~vectors for Human Gene Therapy,
ed. C. P. Hodgson, Springer Verlag, 1996.

The present invention relates to a method of
myocardium regeneration in ischemic regions of the
heart (or skeletal muscle in the case of peripheral
vascular tisasue}. The method of the present invention
can be used to trait ischemic ca.rd.'l.a;n.yopathy at a time
remcte (li.e., weeksa) from myocardlal infarction.

The method includes mobilizing and directing
migration of pluripotent stem cells to infarcted
myocardium within a mammalian subject. Mammalian
subjects can include any mammal, such as human in:lnga,
rats, mice, catsms, dogs, goats, sheep, horsmes, monkeys,
npes, rahb:lt-, cattla. ctc. The m;mali_an auhject can
be in any stage of development including adults, young
animals, and neonatee. Mammalian subjects can also
include those in a fetal stage of development.

The infarcted myocardium can include the infarcted
myocardial tissue, the myocardial tissue about the

periphery of the infarcted myocardial tissue, and both
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the infarcted myocardial tissue and myocardial tissue

about the.periphery of the infarcted myocardial tissue.
At a time remote from myocardial infarction, a

first mmber of pluripotent stem cells traffic the

infarcted myocardium. This firet number of stem cells

. can be increased so that a greater number of stem cells

traffic the infarc¢ted myocardium. By increasing the
number of stem cells that traffic the infarcted
myocardium, the Anfarcted myocardial tissue can be
regenerated bacause thers will be a greater number of
pluripotent atem cells in the infarcted myocardium that
can differentiate into cells, which can repoﬁulate
(l.e., engraft) and partially or wholly restors the
normal function of the infarcted myocardium.

In accordarice with one aspect of the present
invention, the method includes a step of inducing
pluripotent stem cells to home to infarcted myocardium
to regenerate infarcted myocardium. Pluripotent stem
cells described in the invention are any cells that can
be induced to differentiate into another cell type.

One example includes hematopoietlc stem cella that can
differentiate into cardiomyocyte cells.

The pluripotent stem cells can be homed to the

infarcted myocardium by increasing the concentration
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SDF-1 protein within the infarcted myocardium from a
first concentration to a second concentration. The
first concentration of SDF-1 proteln can ba the
concentration of SDF-1 protein typically found in an
infarcted myocardium at a time remote (i.e., weeks)
from tha myocardial infarction. The second
concentration of SDF-1 protein can be substantially
gre.at'.er than the first concentration of EDF-1 protein.
The concentration of SDF-1 protein can be increased in
the infazcted myocardium by up-regulating the
expression of SDF-1 protein within the infarcted
myocardium from the amount of SDF-1 protein typically
expressed in the infarcted myocardium at a time remote
from the myocardial infarction.

The method of the present invention further

includes a step of increasing the concentration

' (i.e.-,' nunllb“er) of stems cells in the i:e'::'il;he.;-ai blood )

from a first concentration to a aecond concentration
substantially greater than the first concentration.
The first concentration of stem cells can be the
concentration of stem cells typically found in the
peripheral blood at a time remote from the myocardial
infarction. The concentration of stem cells in the

peripheral blood can be increased whils the
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concentration of SDF-1 protein in the infarcted
myocardium is increased. The concentration of stem
cells in the peripheral blood can be increased either
before or after the 8DF-1 protein expression is up-
regulated in the jinfarcted myocardium.

The SDF-1 protein expressed by the infarcted
myocardium induces the stem cells in the peripheral
blood to the infarcted myocardium. The stems cells
induced to the infarcted myocardium facilitate
myocardial regeneration and provide a substantial
increase in left ventricular function.

In accordance with ancther aspect of the present
invention, the method cah further include the step of
increasing the concentration of wvascular endothelial
growth factor (VEGF) in the infarcted myocardium of the

peripheral blood from a firat concentration to a second

. co-r'léa-n;.rat-ién suh;ta:ni:i—aily- -g.:r.-'-oa-t‘u-" than the first

concentration. The first concentration of VEGF in the
infarcted myocardium is the concentration of stem cells
typically found in the infarcted . myocardium at 2 time
remote from the myocardial infarction. The
concentration of VEGF can be increased in the infarcted
myocardium by up~regulating the expression VEGF protein

within the infarcted myocardium from the amocunt of VEGF
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typlcally expressed in the infarcted myocardium at time
ramot; from the myocardial infaxction.

The concentration of VEGF in the infarcted
myocgrdium can be increased while the concentration of
SDF-1 protein in infarcted myocardium is increased and
the concentration of stem cell in the peripheral blood
is increased. Increasing the concentration of vascular
endothelial growth factor in the infarcted myocardium
in combination with increasing the concentration of
SDF-1 protein in the :I.nf-a.tcted myocardium and
increasing the concentration of stem cell in the
peripheral blood increases vasculer density within the
infarcted myocardium compared to saline controls.
Furthermore, this combination led to the repopulating
of the infarcted myocardium with cardiac myosin

expresaing cells as well as an increase in left

‘ventriclular function as measured by shortening

Eraction.

SDF-1 protein

In accordance with one aspect of the present
invention, the SDF-1 protein (or S.DE‘—I polypeptide)
that is expressed in the infarctod?nyocardium can be an
expression product of an SDF-1 gene. The amino acid

sequence of a number or different mammalian SDF-1



WO 230018 PCT/US2003026013

10

15

20

-17-

proteins are known including, human, rat, mouse, and-

"cat. The SDF-1 protein can have an amino acid sequence

identical to one of the foregoing native mammalian
SDF-1 proteins.

The SDF-1 protein of the present invention can
also be a variant of mammalian SDPF-1 protein, such as a
fragment, analog and derivative of mammalian SDF-1
protein. Such variants include, for example, a
po].ypo'ptide encoded by a naturally occurring allelic
variant of native SDF-1 gene (i.e., a naturally
occurring mucleic acid that encodes a naturally
occurring mammalian SDF-1 protein), a polypeptide
encoded by an alternative splice form of a native SDF-1
gena, a polypeptide encoded by a homolog of a native
SDF-1 gene, and a polypeptide encoded by a non-
naturally occurring var:l.an-t of a pative SDF-1 gene.

| sbé-l I;rc;tein var:i.m;t.a”l.::a;e : ée;t:l.de -se.que.x-:ce-
that differs from a native SDF-l1 protein in one or more
amino acids. The peptide saquence of such variants can
feature a daletion, addition, or substitution of one or
more amino aclda of a SDF-1 protein. Amino acid
insertions are preferably of about 1 to 4 contiguous
amino aclds, and deletions are preferably of about 1

to 10 contiguous aminc acids. Variant 8DF-1 proteins
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substantially maintain a native SDF-1 protein
functional activity. Preferred SDP-1 protein variants
can be made by expressing nucleic acid molecules within
the invention that feature Bilel.lt or conservative
changes.

BDF-1 protein fragments corresponding to one or
more particular motifs and/oxr domiina or to arbitrary
sizes, are within the scope of the presant invention.
Isolated peptidyl portions of SpP-1 proteins can be
obtained by screening peptides recomblnantly produced
from the corresponding fragment of ;:he nucleic acid
encoding such peptides. In addition, fragments can be
chemically synthesized using techniques known in the
art such as conventional Merrifield solid phase f-Moc
or t-Boc chmistxy._ For example, a SDF-1 protein of the

present invention may be arbitrarily divided into

-fragmaﬁta of desirad length with no ovariaﬁ of the

fragments, or preferably divided into overlapping
fragments of a dasired length. The fragments can be
produced recombinantly and tested to identify those
peptidyl fragments which can function as agonists of
native SDF-1 protein.

Variants of SDPF-1 protein can also include

recombinant forms of the SDF-1 prot-e.tns. Recombinant
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polypeptides preferred by the present invention, in
addition to a SDF~1 protein, are éncoded by a nucleic

acid that can have at least 85% sequence identity with

“the nucleic acid sequence of a gene encoding a

mammalian 3DP-1 protein.

SDF-1 protein variants can include agoniastic forms
of the protein that constitutively expresa the
functional activities of a native SDF-1 protein. Other
5DF-1 protein variants can includé those that are
resistant to proteolytic cleavage, as for example, due

to mutations, which alter protease target sequences.

-Whether a change in the amino acid sequence of a

peptide results in a variant having one or more
functional activities of a native SDF-1 protein can be
readily determined by testing the variant for a native

8DF-1 protein functional activity.

Fuclaic Acids

Ancother aspect of the present invention relates to
nucleic acid molecules that ancode an SDF-1 protein and
non-native nucleic acids that encode an SDF-1 protein.
Such nucleic acid molecules may be in the form of RNA
or in the form of DNA (e.g., cDNA, genomic DNMA, and
synthetic DNA). The DNA may be double-stranded or

single-stranded, and if single-stranded may be the
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coding (sense) strand or non-coding (anti-sense)
strand. The coding sequence which sncodes an SDF-1
protein may be identical to a nucleotide sequence shown
GenBank Accession No. AFl89724, GenBank Accession

No. AF209976, GenBank Accession No. L120029, and
GenBank Accession No. NM022177. It may also be a
different coding sequence which, as ; result of the
redundancy or degeneracy of the genetic code, encodea
the same polypeptide as such polynucleotides.

Other nucleic acid molecules that sncode SDF-1
within the invention are variants of a native SDF-1 ,
such as those that encode fragments, analogs and
derivatives of a native SDF-1 protein. Such variants
may be, for example, a naturally occurring allelic
variant of a native SDF-1 gene, a homolog of a native
SDF-1 gene, or & non-naturally occurring variant of a
native SDF-1 gene. These variants have a nucleotilde '
segquence that differs from a native SDF-1 gene in one
or more bases. For example, the nucleotide sequence of
such variants can feature a deletion, addition, or
substitution of one or more nucleotides of a native
SDF-1 gene. Nucleic acid insertions are preferably of
about 1 to 10 contliguous nucleotides, and deletlons are

prafarably of about 1 to 10 contiguous nucleotides.
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In other applications, variant SDF-1 proteins

‘displaying substantial changes in structure can ba

generated by making nucleotide substitutiona that cause

leas than conservative changes in tho encoded
polypeptide. Examples of such nucleotide substitutions
are those that cause changes in (a) the structure of
the polypeptide backbone; (b) the charge oxr
hydrophobicity of the polypeptide:; or (c) the bulk of
an amino scid side chain, Nucleotide substitutions
generally expected to produce the greatest changes in
protein properties are those that cause non-
conservative changes in codons. Examples of codon
changes that are likely to cause major changes in
protein structure are those that cause substitution
of (a) a hydrophilic residue, s.g., serine or
threonine, for (or by} a hydrophobic residus, e.qg.,
leucine, isocleucine, phenylalanine, valine or alanine;
(b) a cysteine or proline for (or by) any other
regidue) (¢} a residue having an electropositive side
chain, e.g., lysine, arginine, or histidine, for (or
by} sn electronegative residue, e.g., glutamine or
aspartine; or (d) a residue having a bulky side chain,
e.g., phenylalanine, for (or by} one not having a side
chain, e.9., glycine.

L
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' Naturally occurring allelic variants of a native
SDF-1 gene within the invention are nucleic acids
isoclated from mammalian tissue that have at least 75%
sequence identity with.a native SDF-1 gene, and encode
polypeptides having structural similarity to a native
SDF-1 protein. Homologs of a native SDF-1 gene within
the invention are nucleic acids isolated from other
species that have at least 75% seciuence identity with
the native gene, and encode polypeptides having
structural ;:I.milar:l.ty to a native SDF-1 protein. Public
and/or proprietary nucleic acid databases can be
searched to identify other nucleic acid molecules
having a high percent (e.g., 70% or more) saquence
identity to a native SDF-1 gene.

Non-naturally occurring SDF-1 gene varlants are

nucleic acids that do not occur in nature (e.g., are

' made by the hand of man), have at least 75% sequenca

identity with a native SDF-1 gene, and sncode
polypeptides having structural similarxity to a native
SDF-1 protein. Examples of non-naturally occurring
SDF-1 gene variants are those that ancode a fragmesnt of
a2 native S5DF-1 protein, those that hybridize to a.
native SDF-1 gene or a complement of to a native SDF-1

gene under stringent conditions, those that share at
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least 65% sequence identity with a native SDF-l1.gene or
a complement of a native SDF-1 gene, and those that
encoda a SDF-1 fusion protein.

Nucleic acids encoding fragments of a ;ativa SDF-1
protein within the invention are thoss that encode,
amino acid residues of a native SDF-1 protein. Shorter
oligonucleotides that encode or hybridize with nuclelc
acids that'encode fragments of a native SDF-1 protein
can be used as probes, primers, or antlsense molecules.
Longer polynucleotides that encode or hybridize with
nucleic aclds that encode fragments of a native SDF-1
protein can also be used in various aspects of the
invention. Ruclelc acida encoding fragments of a native
8DF-1"can be made by enzymatic digestion (e.g., using a
restriction enzyme) or chemical degradation of the full
length native SDF-1 gene or varlants thereof.

Nucleic acids that hybridize under stringent
conditions to one of the foregoing nucleic acids can
also be used in the invention. For examplae, auch
nucleic acids can be those that hybridize to o;e of the
foregoing nucleic acids under low stringedcy
conditions, moderate stringency conditions, or high

stringency conditions are within ths invention.
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Nucleic acid molecules encoding a SDF-1 fusion
protein may alsc be used in the invention. Such nucleic
acids can be made by preparing a construct (e.g., an
expression vector) that expresses z SDF-1 fusion
protein when introduced into a suitable target cell.
For example, such a construct can be made by ligating a
first polynucleotids enceding a SDF-1 protein fused in
frame with a second polynuclesotide encoding another
protein such that expression of the construct in a
suitable expression system yields a fusion protein.

The o@igonucleotides of the invention can be DNA
or RNA or chimeric mixtures or derivatives or modified
versions thereof, single-stranded or double—stranded.
Such oligonucleotides can be modified at éhe base
moiety, sugar moisty, or phosphate backbone, for
example, to improve stability of the moleculs,
hybridization, etc. Oligonucleotides vithin %ﬁe
invention may additionally include other appended
groups such as peptides (e.g., for targeting target
cell receptors in vivo), or agents facilitating
transport across the cell membrane, hybridization-
triggered cleavage. To this end, the cligonucleotides

may be conjugated to another molecule, e.g., a peptide,
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hybridization triggered cross-linking agent, transport

agent, hybridization-triggered cleavage agent, atc.

80¥-1 Expressiop

‘ In accordance with another aspect of present
invention, the expression SDF-1 in the infarcted
myocardium can be upregqulated by transplanting
biocompatible cells into the infarcted myocardial

tissue. Transplantation of cells into the infarcted

myocardium vp-regulates the exprassion of SDF-1 protaein

in the infarcted myocardium. The up-regulation of
SDF-1 protein in the imnfarcted myocardium was observed
from about 1 hour after transplantation of cells into
the myocardium to less than about 7 days after
transplantation.

Examples of cell types that can be transplanted
into the infarcted myocardium include cultured heart
calls, skeletal myoblasts, fibroblasts, smooth muscél.e
cells, and bone marrow derived cells. These cells are
preferably harvested from the subject to be treated
(1.e., autologous cells) and cultured prior to
transplantation. Autologous cells are preferred in
order to increase the biocompatibily of the cells upon
transplantation and minimize the likelihood of

rejection.
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Prefarred cells for transplantation into the
infarcted myocardium are skeletzl myoblasts. Myoblasts
maintain the regenerative potential of askeletal muscle,
during periods of stress, proliferate and differentiate:
into myotubes, eventually forming muscle fibars capable
of contracting. Myoblasts implanted into myocardium
undergo myotube formation, withdraw from cell cycle,
and remain viable. Functional studies have shown an
improvement in regional contractility and compliance
after myoblast implantation into the myocardium.

Skeletal myoblasts can bas 'readily harveated under
the basal membrane of muscular fibers, cultured to
acale up the cell line, and then transplanted into
infarcted myocardium. For example, in a murine
subject, skeletal myoblasts can be harvested from the
hind limbs of the subject, cultured, and then
transplanted into the infarcted myocardium of the
subject.

The cultured cells can be transplanted in the
infarcted myocardicm by well-known cell transplant
techniques. For axample, a suspanaion of cultured cells
can be injected using a tuberculin syringe into the
infarcted myocui:l:l.al tissue.
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Alternatively, the expression of SDF-1 protein can
be uprequlated by introducing an agent into the target
cells that incremses expression of SDF-l protein. The
target cells can include cells within the infarcted
myocardium or ex vivo cells, such as autologous
skeletal myoblasts or fibroblasts, which have basn
harvested from the subject.

The agent can comprise natural or synthetic
nucleic.acids, according to present invention and
described above, that are incorporated into recombinant
nucleic acid constructs, typically DRR constructs,
capable of introduction into and replication in the
cell. Such a construct preferably includes a
replication syastem and sequences that are capable of
tranecription and translation of a polypeptide-ancoding
sequence in a given target cell.

Other agents éan also ﬁa 1nt;oduced into the
target cells to increase SHF-1 protein levels in the
target tissue. For example, agents that increase the
transcription of a gene encoding 5DF-1 protein increase
the translation of an mRNA encoding SDF-1 protein, and/
or those that decrease the degradation of an mRNA
encoding SDF-1 protein could be used to increase SDF-1

protein levels. Increasing tha rate of transcription
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from a gene within a cell can he-accompliahad by
introducing an exogenous.promoter upstream of the gene
e&coding 8DF-1 protein. Enhancer elements which
facilitate expression of a heteroclogous gene may also
bs employed.

A preferred method of introducing the agent into a
target cell involves using gene therapy. Gane therapy
refers to gene tranafer to express a therapeutic
product from a cell in vivo or in vitro. Gene therapy
in accordance with the present invention can be used to
express SDF-1 protein from a target cell in vivo or in
vitro.

One method of gene therapy uses a vector including
a nucleotide encoding an SDF-1 protein. A “vector”
(somatimes referred to as gene delivery or gens
transfer “vehicle”} refers to a macramolecule or
Eumplex of maléculen conprisin§ a polynucléotida to ba
delivered to a target cell, either in vitro or in vivo.
The polynucleotide to be delivered may comprise a
coding sequence of interest in gene therapy. Vectors
include, for example, viral vectors {such as
adenoviruses ('Ad’), adeno-assoclated viruses (ARV),
and retroviruses), liposomes and other lipid-containing

complexes, and other macromolecular complexes capable
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of mediating déliva:y of a polynucleotide to a target
cell. .

Vectora can also comprise other components or
functlonalities that :Eurthe.:: modulate gene delivery
and/or gene expression, or that otherwlse provide
benefic:l_.nl properties to the targeted cells. Such other
components include, for example, components that
influence-binding or targeting to cells ({including
components that mediate celi-type or tissue-specific
binding) ; components that influenca uptake of the
vector nucleic acid by the cell; comﬁonants that
influence localization of the polynucleotide within the
cell after uptake (such as agents mediating nuclear
localization); and components that influence expression
of the polynucleotide. Such components-also might

include markers, such as detectable and/or selectable

-markars that can ba used to detect or select for cells

that have taken up and are expressing the nucleic acid
delivered by the vector. Such components can be
provided aa a2 natural feature of the vector (such as
the use of certain viral vectors which have components
or functionalities mediating binding and uptake), or
vectors can be modified to provide such

functionalities.
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Selectable markers can be positive, negative or
bifunctional. Positive selactable markers allow
selection for cells carrying the marker, whereas
negative selectable markers allow celle carrying the
marker to be selectively eliminated. A variety of such
marker genes have been described, including
bifunctional {(i.e. positive/negative) markers (ses,
e.g., Lupton, B., WO 92/08796, published May 29, 1992;
and Lupton, 8., WO 94/28143, published Dec. 8, 1994).
Such marker genea can provide an added measure of
control that can be advantageous in gene therapy
contexts. A large variety of such vectors are known in
the art and are generally available.

Vectors for use in the present invention include
viral vectors, lipid based vectors and other vectors
that are capable of delivering a nucleotide according
to the present invention to thes target cells. The
vector can ba a targeted vector, especially a targeted
vector that preferentially binds to cardiomyocytes.
Preferred viral vectors for use in the invention are
thogse that exhibit low taxicity to a target cell and
induce production of therapeutically useful quantities

of SDPF-1 protein in a tissue-specific manner.
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Presently preferred viral vactors are &Qrivud from
adenovirus (Ad) or adeno-assoclated virus (AAV). BRoth
human and non-human vira) vectors can be used but
preferably the recombinant viral wvector is
replication-defective in qﬁmans. Whers the vector is
a2n adenovirus, it preferably comprisss a polynuclectide
having a promoter operably linked to a gene encoding
the SDF-1 protein and i1s replication-defective in
humans.

Adenovirus vectors are preferred for use in the
invention because they (1) are capable of highly
efficient gane expression in target cells and (2) can
acconmodate a relatively large amount of heterologous
{non-viral) DNA. A preferred form of recombinant
adenovirus is a "“gutless, “high-capacity”, or
*helper-dependent” adenovirus vector. Such a vector
features, for example, (1) the deletion of all or most
viral-coding sequences (those ssgquences sncoding viral
proteins), (2) the wviral inverted terminal repeats
(ITRs) which are sequences required for viral DNA
replication, {(3) up to 28-32 kb of “exogenous” or
“heterologous” sequences (e.g., sequences encoding a
SDF-1 protein), and (4) the viral DNA packaging

sequence which is required for packaging of the viral
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genomes into infectious capsids. For specifically
myocardial cells, preferred variants of such
recombinant adenoviral vectora contain tissue-spacific
(e.g., cardiomyoctye) enhancers and prumnte;s operably
linked to a SDF-1 gene.

ARV-based vectors are advantageous because they
exhibit high transduction efficlency of target cells
and can integrate into the target genome in a
site-specific manner. Use of recombinant AAV vectors is
discussed in detail in Tal, J., J. Biomed.

Sci. 7:279-291, 2000 and Monahen and Samulski,

Gene Therapy 7:24-30, 2000. A profer:gd AAV vector
comprises a pair of AAV inverted terminal repeats which
flank at least one cassette containing a tissue (e.g.,
myocardium)--or cell (e.g., cardiomyoccyte)--specific
promoter operably linked to a SDF-1 nucleic acid. The
DNA sequence of the AAV vector, including the ITRs, the
promoter and 3DEF-1 gene may be integrated into the
target genome.

Other viral vectoés that can be use in accordance
with the present invention include herpes simplex virus
{HSV) -based vectors. HSV vectors deleted of one or more
immediate early genea (IE} are advantageous because

they are generally non-cytotoxic, persist in a state
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similar to latency in the target cell, and afford
efficient targét cell tranasduction. Recombinant HAV
vectors can incorporate approximately 30 kb of
hetervlogous nucleic acid. A preferred HSV vector is
one that: (1} is engineered from HSV type I, (2) has
its IE genes deleted, and (3) contains a tissue-
specific (e.g., myccardium) promoter operably linked to
a SDF-1 nuclelc acid. HSV amplicon vectors may also be
useful in variocus methods of the invention. Typically,
HSV amplicon ?acto:u are approximately 15 kb in length,
and possess a viral origin of replication and packaging
seguences.

Retroviruses such as C-type retroviruses and
lentiviruses might also be used in the invention. For
example, retroviral vectors may be based on murine
leukemia virus (MLV). See, e.g., Hu and Pathak,
Pharmacol. Rev. 52:493-511, 2000 and Fong et ai., Crit.
Rev. Ther. Drug Carrier Syst. 17:1-60, 2000. MLV-based
vectors may contain up to 8 kb of heterologous
(therapesutic) DNA in place of the 'viral genes. The
heterologous [INA may include a tissue-—spacific promotex
and an SDF-1 nucleic acid. In methods of delivery to an
infarcted myocardium, it may also encode & ligand to a

myocardial specific receptor.
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Additional retroviral vectors that might be used
are :eplieation—da!ective_1cntiv1rus-baaad vectoxrs,
including human immunodeficiency (HIV)-based vectors.
See, e.g., Vigna and Naldini, J. Gene Med. 5:308-316,
2000 and Miyoshl et al., J. Virol. 72:8150-8157, 1998.
Lantiviral vectors are advantageous in that they are
capable of infecting both actively dividing and non-
dividing cells. They are also highly efficient at
transducing human epithelial cells.

Lentiviral vectors for use in the 1nvantioq may be
derivad from human and non-human (including $SIV)
lentiviruses. Preferred lentiviral vectors include
nucleic acid sequences regquired for vector propagation
as well as a tissue-specific promoter (e.g.,
myocardium) operably linked to a SDF-1 gene. These
former may include the viral LTRs, a primer binding
site, a polypurine tract, att sites, and an
encapaidation asite.

A lentiviral vector may be packaged into any
suitable lentiviral capsid. The subatitution of one
particle protein with another from a different virus is
referred to as "pseudotyping”. The vector capsid may
contain viral envelope proteins from othexr viruses,

including murine leukemia virus (MLV) or vesicular

Y
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stomatitis virus (VSV). The use of the VSV G-protein
yields a high vector titer and results in greater
stabllity of the vector virus particles.
Alphavirus-based vectors, such as thoss made from
senmlikl forest wirus (SFV) and sindbis virus (SIN),
might also be used in the invention. Use of '
alphaviruses is described in Lundsatrom, K.,
Intéfvirology 43:247~257, 2000 and Perri et al.,
Journal of Virology 74:9802-9807, 2000. Alphavirus
vectors typically are constructed in a format known as
a replicon. A resplicon may contain (1) alphavirus
genetic elements required for RNA replication, and

{2) a heterologous nucleic acid such as one encoding a

S8DF-1 nucleic acid. Within an alphavirus replicon, the

heterologous nucleic acid may be opexably linked to a
tissue-specific (e.g., myocardium) promoter or
enhancer.

Recombinant, replication-defective alphavirus
vectors are advantageous bescauss thay are capable of
high-level hetarclogous (therapsutic) gene expression,
and can infect a wide target cell range. Alphavirue
replicons may be targeted to specific cell types
{e.g., cardiomyocytes) by displaying on their virion
surface a functional heterologous ligand or binding

\
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domain that would allow selective binding to target
cells expressing a cognate binding partner. Alphavirus
replicéna may establish latency, and theraefore
long-term heterologous nucleic acid expression in a
target cell. The replicons may also exhibit transient‘
heterologous nucleic acid exprassion in, the targst
cell. A preferred alphavirus vector or :epiicon is
non~cytopathic.

In many of the viral vectors- compatible with
mathods of the invention, more than one promoter can be
included in the vector to allow more than one
heterologous gens to be expressed by the vector.
Further, the vector can comprise a sequence which
encodes a signal peptids or othar moiety which
facilitates the secretion of a SDF-l1 gene product from
the target cell.

To combine advantageous properties of two viral
vector systems, hybrid viral vectors may be used to
deliver a SDF-1 nucleic acid to a target tissue
{e.g., myocardium). Standard techniques for the
construction of hybrid vectors are well-known to those
skilled in the art. Buch techniques can be found, for
example, in Sambrook, et al., In NMolecular Cloning: A

laboratory manual. Cold Spring Harbor, N.Y. or any
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number of laboratoxy manuals that discuss rggambinnnt
DNA technology. Double-atranded AAV genomes in
adenoviral capsids containing a combination of AAV and
adenoviral ITRs may be used to transduce cells. In
another variation, an AAV vector may be placed into a
“gutless”, “helper~-dependent” or “high-capacity”
adenoviral vector. Adenovirus/AAV hybrid vectors are
discussed in Lieber et al., J. Virol. 73:9314-9324,
1999. Retrovirus/adenovirus hybrid vectors are
discussed in Zhsng et al., Nature Biotechnol.
18:176-186, 2000. Retroviral genomss contained within
an adenovirus may integrate within the target cell
genome and effect stable SDF-1 gene expression.

Other nuclectide sequence elements which
facilitate exprassion of the SDF-]1 gene and cloning of
the vector are further contemplated. For example, the
presence of enhancers upstream of the promoter or
terminatora downstream of the coding region, for
exanple, can facllitate e:pra;sion.

In accordance with another aspact of the present
invention, a tissue-specific pramoter, such aa tissue-
specific transcriptional control sequences of left
ventricular myosin light chain-2 (MLCz) or myosin heavy

chain (MHC), can be fused to a SDF-1 gene. By fusing
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such tissue specific promoter within the adenoviral
construct, transgene expression ip limited to
ventricular cariomyocytes. The efficacy of gene
expression and degree of specificity provided by tissue
spacific pruqnters can be determined, using the
recombinant adenoviral system of the present invention.
Cardiac-specific {i.e., myocardial tissue spacific)
expression is well known in the art. (J. Biol.

Chem., 267:15675-15885, 1992). Other promoters, such
as the troponin~C promoter, can also be used.

The use of tissue specific promoters directed to
cardiomyocytes alone (i.e., without concomitant
expression in endothelial cells, smooth muscla cells,
and fibroblasts within the heart) when delivexing the
SDF-1 gene in vive provides adegquate expression of the
SDF-1 protein for therapeutic treatment. Limiting
exprassion to the cardiomyocytes also has advantages
regarding the utility of gene transfer for the
treatment of CHF. In addition, cardiomyocytea would
likely provide the longest transgene expressaion since
the cells do not undergoe rapid turnover; expresasion

would not therefore be decreased by cell division and

death as would occur with endothelial cells.

Endothelial-specific promoters are already available



WO 1004017978 PCT/USI003/926813

10

15

20

2
-39-

for this purpose (Lee, et al., J. Biol. Chen,,
265:10446-10450, 1990).

In addition to viral wector-based :net.hod.s,
non~viral methode may also be used to introduce a SDF-1
gene :I.pto a target, c.ell. A review of non-viral ma_thods
of gene delivery is provided in Nishikawa and Huang,
Human Gene Ther. 12:861-870, 2001. A preferred non-
viral gene delivery method according to the invention
employs plaamid DNA to introduce a SDF-1 nucleic acid
into a cell. Plasmid-based gene delivery methods are
generally known in the art.

Synthetic gene transfer molecules can be designed
to form miltimolecular aggregates with plasmid DNA
{e.g., harboring a SDF-1 coding sequence operably
linked to a myocardium-specific promoter). These
aggragates can be designed to bind to a target cell
(e.g., cardiomyocyte).

Cationic amphiphtles, including lipopolyamines and
cationic lipids, may be used to provide receptor-
independent SDF-1 nucleic acld transfer into target
cells (e.g., cardiomyocytes). In addition, preformed
cationic liposomes or cationic lipids may be mixed with
plasmid DNA to generate cell-transfecting.qunplaxen.

Methods involving catienic lipid formulations are
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reviewed in Felgner et al., Ann. N.Y. Acad.

Sci. 772:126-139, 1995 and Lasic and Templeton,
Adv. Drug Delivery Rev. 20:221-266, 1596. For gene
delivery, DNA may also be coupled to an amphipathic
cationic peptide {Fominaya et al., J. Gene

Med. 2:455-464, 2000).

Methods that involve boéh viral and non-viral
based components may be used according to the
invention. For example, an Epstein Barr virus
(EBV) -based plasmid for therapeutic gene delivery i=s
described in Cul et al., Gene Therapy 8:1508-1513,
2001. Additionally, a method involving a
DNA/ligand/polycationic adjunct coupled to an
adenovirus is described in Curiel, D. T., Nat.

Immun. 13:141-164, 1994.

Vectora that encode the expression of SDF-1 can ba

delivered to the target cell in the form of an

injectable preparation containing pharmaceutically

acceptable carrier, such'as saline, as necessary. Other

pharmaceutical carriers, formulations and doaages can

also be used in accordance with the present invention.

Where the targat cell comprises a cell of the
infarcted myocardium, the vector can be delivered by

direct intracorcnary injection using a tuberculin



WO 220401779 FCT/UIM026013

10

15

20

~41~

syringe under fluoroscopic guidance, .at an amount
sufficlient for the SDF-1 protein to be expressed to a -
dagree which allows for highly effective therapy. By
injecting the vector directly into the infarcted
myocardial tissue, it is possible to target the gene
rather effectively, and to minimize loss of the
recombinant vectors.

This type of injection enables local transfection
of a desired number of cells, especially
cardiomyocytes, in the affected myocardium, thereby
maximizing therapsutic efficacy of gene transfer, and
minimizing the possibllity of an inflammetory response
to viral proteins. A.cardiomyocyte-specific promoter
may be used, for example, to securely enable expression
limited to the cardiomyoccytes. Thus, delivery of the
tranagenss in this matter may result in targeted gene
expression in, for example, the cella of the left
ventricle. Otper techniques well known in the art can
also be used for tranaplanting the vector to the target
cel%a of the infarcted myocardium.

Where the target cell is a cultured cell that is
later transplanted into the infarcted myocardium, the
vectors can be delivered by direct injection into the

culture medium. A 3DF-1 nucleic acld transfected into
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* sequence, including a myocardium specific promoter and

enhancer.

The transfected target cells can then be
transplanted to the infarcted myocardium by well known
transplantation techniquea, such as by direct
intracoronary injection using a tuberculin syringe. By
first transfecting the target celles in vitre and then
transplanting the transfected target cells to the
infarcted myocardium, the possibility of inflammatory
response in the infarcted myocardium is minimized
compared to direct:. injection of the vector into the
infarcted myocardium.

SDF-1 nucleic acids of the present invention may
be expressed for any suitable length of time within the
target cell, including transient expression and stabls,
long-term expression. In a preferred embodiment, the
8DF-1 nucleic acid will be expressed in therapeutic
amounts for a suitable and defined length of time.

A therapeutic amount is an amount, which ia
capable of producing a medically desirable result in a
treated animal or human. As is well known in the
medical arts, dosagas for any one ;mimal or human

depends on many factors, including the subject’s size,
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body surface area, age, the particular composition to
be administered, sex, time and route of administration,
general health, and other drugs being administered
concurrently. Specific dosages of proteins, nucleic
aclds, or small molecules) can be determined readily
determined by one skilled in the art using the
experimental methode described below.

The SDF-1 expression may be trensient as is the
case when a cell that is not transfected with an SDF-1
protein encoding vector is transplanted into the
infarcted myocardium. Alternatively, SDF-1 proteln
axprassion may be long-term, as is the case where the
infarcted myocardium is trensfected with an SDF-1
protein encoding vector or where a cell that is
transfected with an 8SDF-1 protein encoding vector is
transplanted to the infarcted myocardium.

Long term SDF-1 expresaion is advantageous because
it allows the concentration of stem calls to be
increased with a2 mobilizing agent, such as G-CSF or
aome other factor, at a time remote from the surgery or
procedure that transplanted the cella. In the case
where G—CSF is the mobilizing agant-there is a
significant increase in neutrophil count, which could

cause negative effecta in the peri-surgical period, but
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not days or weeks later. Additionally, long term or
chronic up-rasgulation SDF-1 protein expression would
allow multiple attempts at stem cell mobilization.
Further, chronic up-regulation in SDF-1 protein
expression causes long term homing of stem cells into
the infarcted myocardial tissue from the peripheral

blood without the need of ster cell mobilization.

Stem cell mobilization

In accordance with another aspect of the present
invention, the concentration of the stem cells in the
peripheral blood of the subject can be increased by

adninistering an agent to induce mobilization of stem

" cells to the peripheral blood of the subject. ..The

stems cells can be mobilized to the peripheral blood of

the subject to increase stem cell concentration in
peripheral subject using a number of agents. For
example, to increase the number of stem cells in the
peripheral blood of a mammalian spubject, an agent that
causes a pluripotent stem cell to mobilize from the
bone marrow can be administered to the subject. A
number of such agents are known and include cytokines,
such as granulocyte~colony stimmlating factor (G-CSF),
granulocyte-macrophage colony stimulating factor

(GM-CSF), interleukin (IL}-7, II~3, IL-12, stem cell

XA
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factor (SCF), and flt-3 ligand; chemokines such as
IL-8, Mip-la, and Grofp,.and the chematherapeutic agents
of cylcophosamide (Cy) and paclitaxel. These agents
differ in their time frame to achieve stem cell
mobilization, the type of stem cell mobilized, and
efficiency.

The mobilizing agent can bea adminiastered by direct
injection of the mobilizing agent into the subject.
Preferably, the mobllizing agent is administered after
SDF-1 expression is up-regulated in the infarcted
myocnrd:l_.um. The mobilizing agent, however, can be
administered before SDF- expression is up-regulated.

A preferred mobilising agent is a colony
stimulating factor, such as G-CSF. A typit;al dosage of
G~CSF in a marine subject is about 125 ug/Xg per day
for about 5 to about 10 days. The G-CSF agent is
administered after the SDF-axpression is up-reguleated.

Alternatively, as 1s well known in the art, the
concentration of stem cells in the peripheral blood can
be increased by the injection of specialized stem cells

into the peripheral blood (i.e., MAPC's).

Y.



WO 2004017978 PCT/UR0N0GH1I

.10

15

20

VEGy

In accordance with another aspect of the present
invention, the VEGF that is expressed in the infarcted
myocardium is one of the family of vascular endothelial
growth factors that induce the growth of new collateral
blood veasels. VEGFs are specific anglogenic growth
factors that have vasc-permeability activity and target
endothelial cells almost exclusively.

The VEGF tlu.:t ia expreasgd in the infarcted

myocardium can be an expresasion product of a VEGF gene.

- Preferred VEGFs that can be used in accordance with the

preaent invention include VEGF~1 (aleo known as VEGF-A)
and other st.ruct:urally homologous VEGE’s, such as
VEGF-2 (VEGF-C), VEGP-3-(VEGF-B), VEBGF-D, VEGF-BE, and
placental growth factor. KXnown isoforms of VEGF-1
include 121, 138, 162, 165, 162, 189, and 206 anino
acids. These isoforms are identified, respectively, as
VEGF-12]1, VEGF-165, VEGF-162, VEGF-182, VEGF-189, and
VEGF-206. The mitogenic and heparin binding activity of
these isoforms differ. A preferred isoform of VEGF-1
used in accordance with the present inventlon ia
VEGF-165. Other isoforms of VEGF-1 and other homologs
of VEGF not listed can also be used in accordance with

the present invention.
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Tﬂa VEGF-ot the present invention can have an
amino acid sequence identical to one of the foreagoing
VEGFs. The VEGF of the present invention can also be a
variant of one of_tho foregoing VEGFs, such as a
fragment, analog and-derivative of VEGF. Such variants
include, e.g., & polypeptide encoded by a naturally
occurring allelic variant of native VEGF gene (i.e.,-a
paturally occurring nucleic acid that encodes a
paturally occurring mammalian VEGF), a polypeptide
encoded by an alternative splice form of a native VEGF
gene, a polypeptide encoded by a homolog of a native
VEGF gens, and a polypeptide encoded by a non-naturally
occurring variant of a VEGF gene.

VEGF varients have a peptide segquence that differs
from a native VEGF in one or more amino mcids. The
peptide sequence of such variants can feature a
deletion, addition, or substitution of one or more
amino acids of a native VEGF. Amino acid insertions
are preferably of about 1 to 4 contiguous amino acids,
and deletions are preferably of about 1 to 10
contiguous amino acids. Variant VEGF in accordance with
the present invention substantially maintain a native
VEGF functional activity. Preferred VEGF protein

variants can be mades by expressing nucleic acid
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molecules within the invention that feature silent or
conge:vativa changes.

VEGF fragments corresponding to one or moras
particular motifs and/or domains offto arbitrary sizes,
are within the scope of the present invention.
Isolated peptidyl pbrtionu of VEGF can be obtainad by
acreening peptides recombinantly produced from the
corresponding fragment of the nucleic acid encoding
such peptides. In addition, fragments can be
chemically synthesized using techniques known in the
art such as conventional Merrifield solid phase f£-Moc
or t-Boc chemistry.

Variants of VEGF can also include racambinant
forms of the VEGF. Recombinant polypeptidee preferred
by the present invention, in addition to a VEGF
protein, are encoded by a nucleic acid that has at
least 85% sequence identity with the nucleic nci&
saquence of a gene encoding & mammalian VEGF.

VEGF variants can include agonistic forms of the
protein that constitutively express the functional
activities of a native VEGF. Other VEGF variants can
include those that are resistant to proteolytic
cleavaga, as for sxample, due to mutations which alter

protease target sequences. Whether a change in the
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amino acid sequence of a peptide results in a variant
having one or more functional activities of a VEGF can
ba readily determined by testing the variant for VEGF
functional activity.

VEGF Wucleio Acids

Another aspect of the present invention relates to
nucleic acid molecules that encode VEGF and non-native
nucleic acids that encode a mammalian VEGF. Such
nucleic acid moleculea may be in the form of RNA or in
the form of DRA (e.g., cDNA, genomic DNA, and
synthetic DNA). The DNA may be double-stranded or
single-stranded, and if single-stranded may be the
coding (sense) strand or non-coding (anti-sense)
strand.

Other nucleic aclid molecules within the invention
are variants of a native VEGF gene, such as those that
encode fragments, analogs and derivatives of a native
VEGF. Such variants may be, e@.g., a naturally
occurring allelic variant of a VEGP g-ene, 2 homolog of
a native VEGF gene, or a non-npaturally occurring
varlant of a native VEGF gene. Thesa variants have a
nuclactide sequence that differg from a native VEGF
gene in‘'one or more bases. For example, the nucleotids

sequence of such variants can feature a deletion,
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addition, or substitution of one or more nucleotides of
a native VEGF gene. Nucleic acid insertions are
preferably of about 1 to 10 contiguous nucleotides, and
deletions are preferably of about 1 to 30 contiguous
nucleotides.

In other applications, variant VEGF displaying
substantial changes in structure can be. generated by

making nucleotide substitutions that cause less than

_conservative changes in the encoded polypeptide.

Exzamples of such nuclectide substitutions are those
that cause changes in (a) the structure of the
polypeptide backbone; (b) the charge or hydrophobicity
of the polypeptides; or (c) the bulk of an_amino acid
gide chain. WRNucleotide substitutions generally
expected to produce the greatest changes in protein
properties are those that cause non-conservative
changes in codons. Examples of codon changes that are
likely to cause major changes in protein structure are
those that cause substitution of (a) a hydrophilic
residue, a.g., serine or threonine, for (or by) a
hydrophobic residue, e.g., leucine, isoleucine,
phenylalanine, valine or alanine:; (b) a cysteine or
proline for (or by) any other residue: (c) a residue

having an electropositive side chain, e.g., lysine,

e
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arginine, or histidine, for (or by} an electronegative
residue, e.g., glutamine or aspartine; or (d] a residue
having a bulky side chain, e.g., phenylelanine, for (or
by) one not having a side chain, e.g., glycine.

Naturally occurring allelie variants of a VEGF
gene within the invention are nucleic acids isolated
from mammalian tissue that have at least 75% saquence
identity with a native VEGF gena, and encode
polypeptides having structural similarity to a native
VEGF. Homologs of a nag;ve VEGF within the invention
are nucleic acids isolated from other species that have
at least 75% sequence .identity with the native gene,
and encode polypeptides having structural similarity to
a native VEGF. Public and/or proprietary nucleic acid
databases can be searched to identify other nucleic
acid molecules having a high percent sequence identity
to a native VEGF gena.

Non-naturally occurring VEGF variants are nucleic
aclds that do not occur in nature (e.g., are made by
the hand of man), have at least 75% seguence identity
with a native VEGF gene, and encode polypeptides having
structural similarity to a native VEGF. Examples of
non-naturally occurring VEGF gene variants are those

that encode a fragment of a native VEGF, those that

Q!
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hybridize to a native VEGF gene or a complement of to a
native VEGF gene under stringent conditions, those that
share at least 65% sequence identity with a naﬁiva VEGF
gene or a complement of a native VEGF gene, and those
that encode.a VEGF.

Nucleic aclds encoding fragments of a VEGF within
the invention ars those that encode, amino acid
residues of a native VEGF. Shorter oligonucleotides
that sncode or hybridize with nucleic acids that encode
fragments of a native VEGF can bhe used as probes,
primers, or antisense molecules. Longer. polynucleotides
that encode or hybridize with nucleic acids that encode
fragments of a native VEGF can also be used in various
aspects of the invention. Nucleic acids encoding
fragments of a native VEGF can be made by enzymatic
digestion (e.g., using a restriction enzyme) or
chemical degradation of the full length native VEGF
gene or variante thereof.

Nucleic acids that hybridize under stringent
conditiona to one of the foregoing nucleic aclds can
also be used in the invention. For example, such
nucleic acids can be those that hybridize to one of the

foregoing nucleic acids under low stringency
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conditions, moderate stringency conditions, or high
stringency conditions are within the invention.

Nucleic acid molacules encoding a VEGF fusion
protein may also ba used in the invention. Such
nucleic acids can be made by preparing a construct
(e.g., an axpression vactor) that expreasses a.VEGF
fusion protein when introduced into a suitable target
cell. For example, such a construct can be made by
ligating a first poiynuclaoti?n encoding VEGF fused in .

frame with a second polynucleotide encoding another

.protein such that expression of the construct in a

sultable expression eystem yields a fusion protein.

The oligonucleotides of the invention can be DNA
or RHMA or chimeric mixtures or derivatives or modified
versions thereof, single-stranded o; double~stranded.
Such oligonucleotides can be modified at the base
molety, sugar molety, or phosphate backbone, for
axample, to ilmprove atability of the molacule,
hybridization, etc. Oligonucleotides within the
invention may additionally include other appended
groups such as peptides (e.g., for targeting cell
receptors in vivo), or agents facilitating tranaport
across the cell membrane. To this end, the

oligonucleotides may ba conjugated to another molecule,
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e.g., a peptide, hybridization triggered cross-linking
agent, transport agent, hybridization-triggered
cleavage agent, etc.
VEGF Expression

In accordance with another aspect of present
invention, the expression VEGF in the infarcted

myocardium can be increased by introducing an agent

into target cells that increases expression of VEGF.

The target célls can include cells within the
infarcted myocardium or ex vivo cells, such as
autologous skeletal myoblasts or fibrcblasts, which are
transplanted into the infarcted myocardial tissue
following introduction of the agent. Where the target
cells are cells that ars transplanted into the
infarcted myocardium, the target cell can be same cells
as the cells used to promote up-regulation of SDF-1
protein or transfected with a SDF~1 protein enceding
vector,

The aéent can comprise natural or synthetic VEGF
nuclelc acids that are incorporated into recombinant
nucleic acid constructa, typically DNA conatructs,
capable of introduction into and replication in the
cell. Such a construct preferably includes =a

replication system and sequences that are capable of
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transcription and translation of a polypaptide-ancoding
sequence in a given target cell.

Other agents can also be introduced the target
cells to increase VEGEF levels in a target tissue. For
example, agents that increase the transcription of a
gene encoding VEGYF;- increase the translation of an mRNA
encoding VEGF, and/ or those that decrease the
degradation of an mRNA encoding VEGF could be used to
increase VEGF levels. Increasing the rate of
transcription from a gene within a cell can be
accomplished by intreoducing an exogenous promoter
ﬁpstrem of the gena encoding VEGF. Enhancer elemsnts
which facilitate expression of a heterologous gene may
also be employed.

A preferred method of introducing the agent into a
target cell involves using gene therapy. Gene therapy
in accordance with the present invention can be used to
express VEGF from a target cell in vivo or in vitro.

A preferred gene therapy method involves using
vector including a nuclectids encoding VEGF. Examples
of vectors that can be used include, for example, viral
vectors {such a|a adenoviruses (*Ad’), adeno-assoclated
viruses (AAV), and retroviruses), liposomes and other

lipid-containing complexes, and other macromolecular
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complexes capable of madiating delivery of a
polynucleotide to a target cell.

The vectors -can also comprise other components or
functionalities that further modulate gene delivery
and/or gene expression, or that otherwise provide
beneficial properties to the targeted cells. Such other
components include, for example, components that K

influence binding or targeting to cells (including

.camponents that msdiate cell-type or tissue-specific

binding); components that influence uptake of the
vector nucleic acid by the cell; components that
influence .localization of the polynucleoflda within the
cell aftqr uptake (such as agents mediating nuclear
localization)s and components that influence expression
of the polynucleotide. Such componentas also might
include markera, such as detectable and/or selactable
markers that can be used to detect or select for cells
that have taken up and are expressing the nucleic acid
delivered by the vector. Such components can be
provided as a natural feature of the vector (such as
the use of certain viral vectors which have_;amponents
or functionalities mediating binding and uptake), or
vectors can be modified to provide such

functionalities.
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Selectabie markers can be positive, negative or
bifunctional. Positive selectable markers allow
selection for cells carrying the marier, whereas
negative selectable markers allow cells carrying the
marker to be Qelectivoly eliminated. A variety of such
marker genes pave been described, including
bifunctional (i.e. positive/negative) markers Such
marker genes can provide an added measure of control
that can be advantageous in gene therapy contexts. A
large variety of such vectors are known in the art and
are generally availahle,

Vectors for use 1; expressing VEGF in the present
invention include viral vectors, lipid based vectors
and other wectors that are capable of delivering
nucleotide according to the present invention to the
target cealls. The vector can be a targeted vector,
especially a targeted vector that preferentially binds
to ventricular myocytes. Preferred viral vectors for
use in the invention are those that exhibit low
toxicity to a target cell and induce production of
therapeutically useful quantities of VEGF in a tissue-
specific manner.

Presently preferred viral vectors are derived from

adenovirua (Ad) or adeno-associated virus (Aﬂv). Both

7
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22. The method of claim 20 wherein the step of
increasing the concentration of VEGF in the infarcted
tissue comprises introducing cells into the infarcted
tissue, sald cells being transfected with an expression
vector prior to being introduced into saild infarcted
tissue, said expression vector including a nucleic.acid

encoding for VEGF.

23. Thé method of claim 22 wherein gaid cells
transfected with an expression vactozﬁencoding for VEGF
are the same cells introduced into the infarcted tissue
to increase the concentration of SDF-1 in the infarcted

tiassue.
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increasing the concentration of VEGF in the
infarcted tissue fram the first concentration to a
second concentration substantially greater than the
first concentration;

administering an agent that mobllizes stem
cells from bone marrow to the peripheral blood of the
infarcted tissue, sald stem cells being mobilized from
the bone marrow to the peripheral blood while the
concentrations of SDF-1 and VEGF in the infarcted

tissue are increasad.

20. The methed of claim 19 wherein the step of
increasing the concentration of SDF-1 protein in the
infarcted tissue comprises introducing cells into the

infracted tissue that have been cultured ex vivo.

2l. The method of claim 20 wherein said cells
introduced into said infarcted tissue are transfected
with an expression vector prior to being introduced
into said infarcted tissue, said expression vector

including a nucleic acid encoding for SDF-l protein.
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- 17. The method of claim 12 wherein the step of
increasing the concentration of VEGF in the infarcted
tissue comprises introducing cells into the infarcted
tissue, sald cells being tranafected with an expression
vector prior to being introduced into said infarcted
tissue, said expression vector including a nucleic acid

encoding for VEGF.

18. The method of claim 17 wherein sald cells
tranafected with an expression vector enceding for VEGF
are the same cells introduced into the infarcted tissue
to increase the concentration of SDF-1 in the infarcted

tissue.

19. A method of treating a infarcted myocardial
tisaue; sald infarcted tissue including at a time
remote from myocardial infarction a first concentration
of SDF-1 protein and a first concentration of VEGF,
said method comprising the steps of:

dncreasing the concentration of SDF-1 protein
in the lnfarcted tissue from the first concentration to
a second concentration substantially greater than said

first concentratiocn:

@
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concentration of SPF-1 in the infarcted tissue is

increased.

13. The method of claim 12 wherein the step of
increaeing the concentration VEGF in the infarcted
tissue comprises introducing an agent into cells of the

infarcted tissue.

14. _Tﬁe mathod of claim 12 wherein the step of

' increasing the concentration of VEGF in the infarcted
tissue comprises introducing an expression vector into
the infarcted tissue, sald expression vector including

a nucleic acid encoding for VEGF.

15. The method of claim 14 wherein the vector
includes a tisaue specific promoter directed to

myocardial tissue.

16. The method of claim 15 wherein the vector
includes a tissue specific promoter directed to

cardiomyocytes.
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8. The method of claim 7 wherein the vector
includes a tissue specific promoter directed to

cardiomyocytes.

9. The method of claim 1 wherein the step of
increasing the concentration of SDP-1 protein in the
infarcted tissue comprises introducing cells that have

been cultured ex vivo into the infarcted tissue.

10. The method of claim 5 wherein said cells
comprise autologous cells that have been harvested from

the subject to be treated prior to culturing.

1l1. The mathod of claim 10 wherein said cells
introduced into said infarcted tissue are transfected
with an expression vector prior to being introduced
into said infarcted tissue, said expression vector

including a nucleic acld encoding for SDF-]1 protein.

12. The method of claim 10 wherein said infarcted
tissue includes a first concentration of VEGF and
further comprising the step of increasing the
concentration of VEGF in éhe infarcted tissue from said

fixret concentration to a second concentration while the
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3. The method of claim 2 wherein the agent that
causes the stem cells to mobllize from the bone marrow
to the peripheral blood is selected from the group
conslisting of cytokines, chemokines, and the

chematherapentic agents.

4. The method of claim 3 wherein the agent

comprises G~C8F.

5. The method of claim 1 wherein the step of
incraasing the number of stem cells comprises injecting

stem cells into the peripheral blood.

6. The method of claim 1 wherein the step of
increasing the concentration of SDF-1 protein in the
infarcted tissue comprises introducing an expression
vector into the infarcted tissue, said expression
vector including s nucleic acid encoding for SDFP-1

protein.

7. The method of claim & wherein the vector
includes & tissue aspecific promoter directed to

myocardial tissue.
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Having described the invention, I claim the

following:

1. A method of treating infarcted myocardial
tissue, the infarcted tissue including a first
concentration of S8DF-1 protein, peripherai blood of the
infarcted tissue including a first concentration of
stem cells, said method comprising the steps of:

increasing the concentration of SDF—i protein
in the infarcted tissue from the first cancenfration teo
a second concentration; and

increasing the concentration of stem cells in
the peripheral blood of the infarcted tissue from the
first concentration to a second concentration, said
concentration of stem cells in the peripheral blood
being increased while the concentration of SDF-1 in the

infarcted tissue 13 increased.

2. The method of claim 1 wherein the step of
increasing the number of stem cells comprises
administering an agent that causes the stem cells to

mobilize from bone marrow to the peripheral blood.
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buffer containing 10 mM Tris, pH 7.8, 150 mM NaCl,
10 mM MgCl2 and 3% sucrose and stored at -80 OC until
use. The transgene expression is under the control of

the cytomegalovirus immediate early promoter.

5 Statistical Analysis
Data are-.presented as mean + SEM. Comparisons

between groups were made by Student t-test.

\
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(Forward: CCCCTGGCCAAGGTCATCCA; Reverse:
CGGAAGGCCATGCCAGTGAG, expected product' 238 base
pairs, 20 cycles). Real time PCR (Perkin-Elmer, ABI

Prism 7700) was tﬁen used to confirm the increase in

‘expression within infarcted and transplanted hearts

using SYBR-green incorporation into the PCR product
SDF-1 (Forward: ATGCCCCTGCCGATTCTTIG Reverse:
TGTTGTTGCTTTTCAGCCTTGE, expected product 116 base

pairs) and GAPDH as above.

Adenoviral Construct

The adenoviral construct encoding VEGF-165 was
generous gift from Gen Vec, Inc (Gaithersburg, MD).
Briefly, 293 cells were obtained from American
Type Culture Collection (ATCC CRL. 1573) and were
maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s mediuvm [DMEM)
supplemented with 10% calf serum. The El-,E3-adenovirus
vector AdVEGF-165 was generated by linearizing the
shuttle vector plasmid at a unigque restriction site
adjacent to the left end inverted terminal repeat (ITR)
and cotransfected into 293 cells with Clal digested
H5d41324 DNA. After two sequentlal plaque purificationsa
vector stocks were propagated on 293 cells and purified
through three sequential bandings on cesium chloride

gradients. The purified virne was dialyzed against a
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perpendicular fq the LV long-axis. The mid-ventricular
and apical segments were paraffin-embedded and several
sections 6 um thick were utilized for
immunchistochemistry. Monoclonal antibodiea to cardiac
myosin (Chemicon), CD45 (Ch;micon), Factor VIII
(Chemicon), CD117 (Santa Cruz Biotehnology) and BrdU
(Vector labs) were utilized. Secondary antibodies
either FITC- or blotin-laheled were used. For
quantification; five sections within the infn:c£ zone
vere analyzed for positive cells and vascular density.
We were unable to pearform CD117 and BrdU double
labeling because the HCl treatment in our protocol for
BrdU antigen presentation resulted in the expression of
a nuclear epitope that three different CD1l1l7 antibodies

recognized.

PCR Analysis
RT-PCR analysis was performed on total RNA

isclated from rat hearts as a function of time after
LAD ligation and after SKMB transplantation. Total RNA
was extracted from tissue by the gunnidiné
isothiocyanate-cesium chloride method. Primers
gspecific for rat SDP-1 (Forward: TTGCCAGCACAAAGACACTICC;
Reverse: CTCCAAAGCAAACCGAA TACAG, expected product 243

base pairs, 40 cycles) were utilized and GAPDH
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to SKMB. SDF-1 from the total RNA retrieved from
hearts 24 h after myocardial infarction was cloned int;
the expresaion vector PCDNA3.1l
(Forward—(NOT-l)-AAIAAGAAAIGOGGCCGCAEGGACGCCAAGGTCGTCGC
TGTGCTGGCC;

Reverse- {Xba-~1) —TCTAGACTIGTTTRAGGCTTTGTCCAGGTACTCTTGGA.
Cardiac fibroblasts stably transfected with SDF-1

PCDNA3.1 expression vector were selected with neomycin.

Stem Cell .Mobilization

Recombinant human G-CSF (125 ug/kg) was

‘administered via intraperitoneal (i.p.) injection for 5

days beginning on the day of akeletal myoblast

transplantation. Complete blood count and differential

data (Bayer, ADVIA). were obtained on day O, 5, 14,

and 21 post transplantation. In order to measure the
cumulative extent of cell proliferation, 50 mg/kg

of BrdU was injected i.p. for 14 days beginning on
day 5 to allow for BrdU labeling of any proliferating

stem cells induced by G-CSF.

Histologioc Analysis
Rats were euthanized, thelr hearts harvested for

analysis 4 weeks following cell tramaplantation
following perfusion fimation with HistoCholce (Amrasco

Inc., Solon, OH), and sectioned into 3 equal division
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muscle. In addition, anterior wall thickness was

measured at end-dlastole.

Call Preparation and Delivery
Skeletal myoblasts were harveated -from the hind

limbs of several Lewis rats ' (Harlan Labs), plated in
175ml culture flask {(Falcon), and grown in DMEM
including 10% fetal bovine serum, 300mg/l ECGS, and the
antibiotica penicillin, streptomycin, and ofloxacin.
Cells underwent passaging once 75% confluence was
achieved to avoid differentiation. Dﬁ the day prilor to
cell transplantation, purified myoblasts were
tranafected with 108 pfu/ml of replicative deficient
adenovirus expressing VEGF-165 or luciferase (control)
under control of a CMV promoter. On the day of
transplantation, mycblasts ware harvested with trypsin,
washed extgnsively in PBS to remove any fr;e viral
particles and reconstituted lmmediately prior to
transplantation. Animals were then anesthetized,
ventilated and subjected to a lateral thoracotomy for
direct visualization of the infarct zone.
Approximately 1 x 10(6) cells were injected per animal
in 5 locations.

Cardiac fibroblasts were harvested from several

adult rat hearts and plated in a similar fashion
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20-Nchooardiogrephy

2D~-echocardiography was performed 5-7 days and 8
weeks following LAD ligation and 4 weeks follo;ing SKMB
transplantation using a 15-MHz linear array transducer
interfaced with a Sequola C256 (Acuson). Rats were
lightly sedated with ketamine (50mg/kg) for each
echocardiogram. For quantification of LV dimensions
and wall thickness, we digitally recorded 2D clips and
m-mode images in a short axis view from the mid—LV'just
balow the papillary muscles allowing for consistent
measurements from the same anatomical location in
different rats. Measurements were made by two
independent blinded cbservers offline using ProSolve.
Each measurement in each animal is made 6 times, from 3
randomly chosen m-mode clips out of 5 recorded by an
observer blinded to treatment arm. As a measure of LV
function, the shortening fraction was calculated from
M-Mode recordings. Shortening fraction (%) =
{LVEDD-LVESD) /LVEDD*100, where LVEDD -~ left ventricular
end diastolic dimension and LVESD — left ventricular
end systolic dimension. Dimensions were measured
between the anterior wall and posterior wall from the

short axis view Just below the level of the papillary
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combination VEGF~165 expression and stem cell
mobillzation with F-CSF led to repopulation of the
infarct zone with cardiac myosin-expressing cella
consistent with myocardial regeneration (Fig 6a). The
addition of VEGF-165 expression to SKMB also
significantly increased LV function as measured by
shortening fraction (Fig. €b). No significant
difference was observed in aﬁortening fraction between
treatment strategies of transplantation of VEGF-165
expressing SKMB and SKMB transplantation combined with
the administration of G-CSF (data not shown).
Mathods
LAD Ligation

All animal protocols were apprcved by the Animal
Research Committee, and all animals were housed in the
ARALAC animal facllity of the Cleveland Clinic
Foundation. Animals were anesthetized with sodium
pentobarbital, 50 mg/kg, intubated, and ventilated with
room air at 80 breaths per minute using a pressure
cycled rodent ventilator (Kent Sclentific Corp,
RSP1002) . Anterior wall MI was induced in 150-175g
male Lewils rats by ligation of the laft anterior
descand;gg (LAD) Brtery with the aid of a surgical

microscope (Lelca M500)({}.
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Effect of VEGYE expressing EXMB and G-CSF on
neovascularization and LV funotion late following MI

Despite an increased number of BrdU-positive cells
in the animals that received combined SKMB
transplantikion and bone marrow stimulation with G-CSF,
an increase in the vascular density or increase in the
number of cardiac myocytes within the infarct zone was
not observed. Therefore, we studied the added effect
of VEGF over-expression on SKMB transplantation and
G-CSF administration.

Figs. 6é(a and b) show that the
immunohistochemistry of the infarct zone revealed
both Brdu + ceils (open arrows) and cardiac
myosin-expressing cells (closed arrows) 12 weeks
following LAD ligation with cell transplantation
of {a} SKMB or (b) VEGF-expressing SKMB followed by
stem cell mobilization using G-ééF.

Fig. 6c shows improvement in LV function relative
to no'treatnent control. Data reprasent mean * s.d.
~6~8 per group. 8cale bar rep.resentn 10 pM.

Transplantation of VEGF-l65—-expressing SKMB B
weeks following MI resulted in an increased wvascular
density within the infarct zone compared to saling
controls (44.1 + 5.2 va. 17.7 % 2.8 vessels/mn’;

VEGF-165 vs. maline, respectively). Furtharmore, the
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two independent observers blinded to the identity of
each animal. n=3-5 par group.

Fig. 5c 1s a photograph from a SDF-1/G-CSF treated
animal stained CD117+. Scale bar represents 25 pM.

Consistent with SDF=1 being sufficient to induce
stem cell homing to injured myocardium, in response
to G-CSF, hearts transplanted with BDF-l-exprebsing
cardiac fibroblasts revealed a greater than 3-fold
increase in the ﬁumbet of BrdU-positive cells
throughout the infarct zone. BAnimals that received
control cardiac fibroblasts had a BrdU signal éhat was

no different from controel.

Identification of BrdD positive calls

We performed immunofluorescence in order to
determine the identity of the BrdU cells wlthin the
infarct zone. Antibody staining for CD45 demonstrated:
that <5% of the BrdU-positive cells in response to cell
transplantation and G-CSF administration are
leukocytes, respectively. No cardiac myosin-BrdU
positive cells were observed within the infarct zone of
the animals treated with G-CSF without or with SKMB or

cardiac fibroblast transplantation.
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ligation. SDF-1 expreaasjion was induced by SKMB, and -
waa obaerved 72 h after transplantation, but not in
sham operated animals (data not shown). PCR for GAPDH
in the same samples demonsatrated that cDNA was intact
in all samples (data not shown). The increase in SDF-1
expression in response to SKMB transplantation was
confirmed by real-time PCR (data not shown). Real-time
PCR revealed GAPDH levels were similar among groups.

To evaluate wvhether SDF-1 medlated engrafiment of
BrdU positive cella into the infarct zone, control
cardiac fibroblasts or those stably transfected with an
8DF-1 expressién vector were tranasplanted into
myocardium 4 weeks following LAD ligation. Ten days
later, to allow for down-regulation of endogenous SDF-1
expression, G-CSF was administered for 5 days, as waa
BrdU for 5 days beginning on the final day of G-CSF
adminlstration. |

Fig. 5(a and b) show the number of (a) BrdU+ cells
and (b} CDil17+ cells within the infarct zone 4 weeks
fellowing transplantation of cardiac fibroblasts stably
transfected with or without SDF-1 expression vector
with or without G-CSF administration for 5 days
following cardiac fibroblast transplantation. Data

represent mean i s.d. of pdsitive cells quantified by
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re-establishes the necessary signals for stem cell

haming to the myocardium.

Signaling molscules responsible for
stam ocell homing to infarcted tissue

The observ;tion that circulating cells will
engraft into infarcted tissue 8 weeks after an MI with
"stimulation” of the tissue by SKMB transplantation
prompted the evaluation of potential mediators of atem
cell huming: Stromal cell-derived factor-l (SDF-1) is
known to mediate hematopoletic trafficking and stem
cell homing in the bone marrow; therefore, its role as
a potential sigrnaling molecule for stem cell
engraftment in MI and in response to SKMB
transplantation was assessad.

Fig. 4 is a photograph showing RT-PCR revealing
stromal derived factor-l (SDF-1l) expression as a
function of time following myocardial infarction.
SDF-1 expressaion is absent at baseline, increased at 1
and 24 hours following MI. SDPF-1 expression returns to
its abseant state between 24 hours and 7 days followirng
MI and remains absent 30 days following MI. BSDF-1
expression recurs 72 hours following SKMB
tr;nsplantation parformed 30 days (30+) following MI.

Thus, by RT-PCR, SDF-1 expression was observed

at 1 and 24 h, but not at DO, 7 or 30 days, after LAD
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for 5 days, starting 6 days prior to transplantation of
SKMB and initiation of G-CSF.

Fig. 3a shows that bone marrow (BM) stained for
BrdU revealed almost 100% staining of BM cella cultured
from multiple animalas. Fig. 3b shows that .no
significant Brdu+ cells were sean in uhtreated
myocardium afker 5 days of BrﬁU administration. Data
represent mean + s.d. of positive cells quantified by
two independent cbservers blinded to the identity of
each animal. n=6-8 per group. Scale bar represents
25 yM. This led to lazbeling of cells in the bone
marrow without any significant Brdu labeling of the
myocardium (17.5 % 2.9 positive cells/mm’).

Fig. 3c shows the increased BrdU+ cells within the
infarct zone assessed with the therapy in accordance
with the present invention.

In these axp;rimenta, only those animals that
received SKMB and G~CSF had a significant increase in
the number of BrdU-positive cells within the infarct
zone. These data are consistent with the concept that
the BrdU-positive cells arose from the bone marrow and
homed to ihe infarct zone following combined therapy.

The data also support that SKMB transplantation
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expressing gene products responsible for stem 'cell
homing, as a control, the SKMB were transfected uiih .
adeno;irus encoding luciferase.

Figs. 2(a and b) show the effect of skeletal
myoblast (SKMB) transplantation on BrdU+ cell counts
within the infarct zone 4 weeks following cell
transplantatioﬂ {12 weeks following LAD ligatiomn).
Data represent mean + s.d. p=6-B per group.

The introduction of SKMB into the infarcted heart
in the absence of G-CSF did not significantly incrense
the incorporation of Brd0, positive cells into the
infarct zone. However, the combination of SKMB
transplantation and G—CSF did result in a significantly
increased number of BrdU positive cells within the
infarct zone 4 weeks later (F;gi 2a). In additiop,
compared to animals that received either G-CSF or SKMB
transplantation alone, animals that received the
combined therapy experienced a signiflcant increase in
shortening fraction (Fig. 2b} relative to saline
controls.

In order to determine if the BrdU positive cells
in the infarct zone originated in the bone marrow, or
were endogenous cells from the myocardium that divided,

8 weeks following LAD ligation, BrdU was administered,
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The administration of G-CSF 2 months after LAD
ligation did not lead to an increase in BrdU positive
cell number within the infarct zone (Fig. la) or to
meaningful myocardial regeneration as determined by the.
lack of anglogenesis or cardiac myosin positive cells
within the infarct zone (data not shown). Twelve ;eeks
following LAD ligation these animals demonstrated a
significant cardiomyopathy with a shortening fraction
in control animals of significant less than 10%

(normal >»60%). Consistent with lack of histologlcal
evidence of significant myocardial regeneration in
response to G-CSF 8 weeks after LAD ligation, no
meaningful recovery of systolic function was seen with

G~CSF (Fig. 1b).

Rffact of SEMB transplantation prior to
stem cell mobilization on ischemic cardiomyopathy

In ordexr to test the hypothesis that myocardium
temporally remote from the time of myocardial
infarction can be optimized for myocardial regeneration
in response to stem cell mobilization, skeletal
myoblast transplantation was performed 8 weeks
following LAD ligation. Animals received 5 injections
of 200,000 SKMB/injection within the infarct bozder
zone., Because the initial hypothesis was that the

trangplanted S§KMB would be used as a atrategy for
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Effect of stem call mobilization

. with G-CSF 8 weaks following MIT'

In order to ascertain whether stem cell
mobilization by G-CSF leads to myocardial regeneration
in rats with established ischemic cardicmyopathy,
rats 8 weeks following MI were randomized to r;ceive
either recombinant human G-CSF (125 pg/kg/day
for 5 daya, via l.p. injection) or saline. Bloo& was
obtained 5 days after initlating é—esf therapy to
verify bone marrow stimulation, revealing a tripling of
the leukocyte count with G-CSF (37.3 + 5.3 cells/ynl)

compared with saline (11.8 + 4.0 cells/pl) therepy. 5-

‘bromo- 2! -deoxyuridine, BxdU, was administered

beginning on the final day after G-CSF administration
for a total of 14 days in order to label any
proliferating cells with in the myocardium 20.

Figs. l(a and b) show, respectively, the number
BrdU-positive cells within infarct zone {(a) and the
shortening fraction (b) 4 weeks following
administration of saline or G-CSF (12 weeks following
LAD ligation). Cell counts are cells per mm’. Data

represent mean * a.d. m=6-8 per group.
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The transfected target cella can then be
transplanted to the infarcted ﬁyocardium by well known
transplantation techniques, such as by diract
intrac;ronary injection using a tuberculin syringe. By
first transfecting the target celis in vitro and than
transplanting the traésfacted targat caells to the
infarcted myocardium, the possibility of inflammatory
response in the infarcted myocardium id minimized

compared to direct injection of the vector into the

.infarcted myocardium.

VEGF of the present invention may be expressed for
any suitable.length of time including transiant
expression and stable, long-term expression. 1In a
preferred embodiment, the SDF-1 nucleic acid will be
expressed in therapeutic amounts for a suitable and

defined length of time.

Examples
The present invention ls further lllustrated by

the following specific examples. The examples are
provided for illustration and are not to be construed
as limiting the acope or content of the invention in

any way.
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rather effectively, and to minimize losa of the
recombinant vectors.

This type af injection enables local transfection
of a desired number of cells, eapsclally cardiac
myocytes, in the affected myocardium, thereby

maximizing therapeutic efficacy of gene transfer, and

. minimiring the possibility of an inflammatory

responge to viral proteins. A ventricular
cn:diomyccyte-sp;cific promoter may be used, :for
example, to securely enable expression limited to

the cardiomyocytes. Thus, delivery of the transgenes
in this matter may result in targeted gene expression
in, fér example, the cells of the left ventricle.

Other techniques well known in the art can also be used
for transplanting the vector to the tnréet cells of the
infarcted myocardium.

Where the target cell is a cultured cell that is
later transplanted into the infarcted myocardium, the
vactors can be delivered by direct injection into the
culture medium. A VEGF nuclelc acid transfected into
cells may ba operably linked to any suitable regulatory
sequence, lncluding a myocardium specific promoter and

enhancer.
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Methods that involve both viral and non-viral
based components may be used according to the
invention. For example, an Epstein Barr virus
(EBV)-based plasmid for therapeutic gene delivary is
described in Cul et al., Gene Therapy 8:1508-1513,
2001. Additionally, a method involving a
DNAlligand/pélycationic adjunct coupled to an
adenovirus is described in Curiel, D. T:, Nat.

Tmooun. . 13:141-164, 1994,

The vectors that encode the expression of VEGF can
be delivered to the target cell in the form of an .
injectable preparation containing pharmaceutically.
acceptable carrier sucﬂ as saline, for example, as
necessary. Other pharmaceutical carriers, formulations
and dosage; can also ba used.

Where the target cell comprises a cell of the
infarcted myocardium, the vector can be delivered by
direct intracoronary (oi graft vessel) injection using
a tuberculin syringe under fluoroscopic guidane, at an
amount sufficient for the VEGF to be empressed to a
degree which allows for highly effective therapy. By
injecting the vector directly into the infarcted

myocardial tissue, it is possible to target the gene



7

WO 004778 PCT/US2003026013

10

15

20

angiogenesis in non-cardiac tissues. In addition; of
the cells in the heart, the myocyte would likely
provide the longest transgene axpression since the
cells do not undergo rapid turnover; expression would
not therefore be decreased by cell division and death
as would occur with endotheli§1 cells. ‘
Endothelial-spacific promoters are already
avnilap}e for this purpose.

By using drug-requlatable pramoter sysatems

{e.g., tetracycline), SDF-1 expression with or without

" stem cell mobilization can be started at times remote.

from surgical or percutaneous procedures necesaary for
implantation of engineered cells or genetic vectors.
This would allow recovery of myocardial or
non-myocardial tissues prior toé increasing the number
of circulating stem cells. l

In addition to viral vector-based methods,
non-viral methods may alsc be used to introduce a VEGF
gene into a éarget cell. A preferred non-viral gene
delivery method accoxding to the invention employe
plasmid DNA to introduce a VEGF nucleic acid into a
cell. Plasmid-based gene delivery methods are generally

nown in the art.
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terminators downstream of the coding region, for
example, can facilitate expreasion. In the ;actors of
the present invention, the presence of elements which
enhance myocardium-speclflc expression of VEGF may be.
useful for gene therapy.

The present invention also coqtempihtes the use of:
tissue-specific promoters for cell targeting. By
fusing, for example, tissue-specific transcriptional
control sequences of left ventricular myosin light

chain-2 {MLCszy) or myosin heavy chain {(MHC) to a

'ﬁransgene, such as the VEGF-165 gene within the

adenoviral construct, transgene expression is limited
to ventricular carglac myocytes.

By using the MLC3; or MHC promoters and delivering
the transgene in vivo, it is believed that the
cardiamyocyée alone (that is without concomitant
expression in endothelial cells, smooth muscle cells,
and fibroblasts within the heart) will provide adequate
expression of an angiogenié protein, such as VEGF-165
to promote anglogenesis. ILimiting expression to
cardiomyocytes also has advantages regarding the
utility of gene transfer for treatment of congeative
heart failure. By limiting expreseion to the heart,

one avolds the potentially harmful effect of

\?th
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husan and non-human wviral vectors can be used but
preferably the recombinant viral vector is
replication-defective in humans. Where the vector is

an adenovirus, it preferably comprises a polynucleotide
having a promoter operaﬁly linked to a gene encoding an
angiogenic protein or peptide, and is replication-
defective in humans. Other vectors including viral and
non-viral vectors well known in the art and described
above can also be used.

In many of the viral vectors compatible with
methods of the invention, more than one promoter can be
included in the.vector teo allow more than one
heterologous gene to be expressed by the vector.’
Further, the vector can comprise a sequence which
ancodes a signal peptida-or other moiety which
facilitates the secretion of a VEGF product from the
target cell.

To combine advantageous properties of two viral
vactor systems, hybrid wiral vectors may be used to
deliver a VEGF nucleic acid to a target tissve (e.g.,
myocardium). Other nucleotlide sequence elements which
facllitate expression of the VEGF gene and cloning of
the vactor are further contemplated. For example, the

presence of enhancers upstream of the promoter or
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Como resultado del examen de forma, reallzado con fundameanto en el articulo 38 de
Decisién 486 de la Comisién de la Comunided Andine, articulo 27 del Tratado
Cooperacion en Materia de Patentes (PCT), regia 51 bis dei Reglamento y Circular Uni
de Ia Superintendencia de Indusiria y Comercio, se le comunica que:

Fol

B La soiicitud no contiene el poder debidamenta otorgado, con &l lleno de los requisitos
exigidos por los articulos 63 y subsigulentss del Codigo de Procadimiento Civil.
Adicionaiments, deberd presentar el documento que acredia la existencla y
representacion legal de la sociedad solicitants, cuando ésta fuere persona juridica.

B La solicitud no contiene la copia del documento eh que consta la cesién del derecho a
la patents del inventor al solicitante 0 a su causante. (Art. 26-k) Decisién 486/00. '

B La solicitud no contiene el jugar de constitucion de la sociedad solicitante (Art.27-c)
Decision 488).

8 Sifuere ol caso la solicitud debe contener la traduccién de los anexos del reporte de
examen preliminar intemacional. (Art. 38.2.b) del! fratado PCT).

B La solicitud nacional no contiene la traduccidn de la solicitud intemacional tal como
fue presentada. (Numsral 5.2.5, capitulo quinto del titulo décimo de ia Circular Unica
de la SIC). Adicionalments ia copia preseniada de la solicitud internacional se
encuentra incompiets.

H El solicitante debe presentar un nuevo fitulo que permita kiantificar la materia de la
cual trata la solicitud, ya que el tiulo relacionado no se encuentra con la precisién
necesaria para identificar claramente el objeto de la solicitud de patents. (Regla 4.3
PCT, Art 26-27 D-488, Circular tnica 5.2.9).

B Para posteriores soficitudes, si es el caso, no es necesario reivindicar prioridad sobre
la solicitud internacional dado que exdste una solicitud anterior a esta.

En cumpiimiento de o dispuesto por el articulo 39 do la Decision 486, se le requiers para
que dentro del término de dos meses sigulentss a la fecha de notificacion del presents
oficio, compiets los requisitos anteriorments snunclados. En caso de no dar cumplimiento
al presente requerimianto, a solicitix se considerard abandonacia y perderd su prelacién.
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capitulo quinto del tiflilo primére ar Unica N° 10 de 2001.
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