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Estimedos seflores: " R s

Damos aicance a [a'solicitud de patente PCT Fase nacional, presantada ante su
Despacho y radicada el dia 21 de febrero del afio en curso segun em_pet_lnente
citado en la referencia, con el fin de presentar copias de los siguientes
documentos expedidos segin el Tratado en Materia ds Coopsracion de Patentes:

1. Copia del recibo de presentacion del Acta 10/426.712. Con su treduccién el
espafiol. T '

2. Copia simple del acta de" cesién .de los Inwmsores con su traduccion al
espafiol.

_ 3. Copia del formulario de notificacién sobre la presentacién o transmisién del
.' documento de prioridad, con su traduccién al espafiol, Formulario PCT/B/304.

4. Copia del formularic de Nofificacion para informar al solicitante sobre la
comunicacién de la solicitud interacional a las oficinas designadas, con su
traduccién al espafiol, Formutario PCT/IB/308.

5. Copia del formulario de acuse de recibo de copia de archivo de presentacion
de la solicitud internacional, Formulario PCT/b/301

6. Copia del formulario de notificacion concemiente al pago de los aranceles -
previstos (PCT, Normas 14,15 y 16 e instrucciones administrativas),
Formulario PCT/RO/102.

Carrera 13 A No. 28-38 Mz 2 Bufette 245 Parque Central Bavaria’
PBX (57 1) 341 8841 - FAX (57 1) 336 8592 - Cal. (315) 317 1181
E-malls: tmcarios@etb.net.co , trademarie1@hoimall.com
Bogota D.C.; COLOMBIA, S.A.
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7. Copia del Formulario de transmision de informe de bisqueda intemacional o
declaracidn, con su traduccién al espafiol, formulario PCT/ISA/220.

8. Carta remisoria y formulario de solicitud internacional PCT, con su traduccién al
espafiol.

9. Copia de la publicacién internacional No. WO 2004/017978 A1 de la patente
PCT/US2003/026013, con su respectiva traduccién al espafiol.

En con secuencia, ruego a usted ed toneren, cuenta ios anteriores documentos y una
vez finiquitado esta dlllgenaa‘ordenar lo perhnente\para que &l expediente siga su
curso riormal. .

Nb.17.117.818 expedida en Bogoté,
T.P No. 17.402 del G.S.J.

-

Camera 13 A No. 28-38 Mz 2 Bufette 245 Parque Central Bavaria
PBX (57 1) 341 9841 - FAX (57 1) 338 8592 - Cel. (315) 317 1181
E-mails: tmcarlos@etb.net.co , trademarks1@hotmaill.com
Bogotd D.C.; COLOMBIA. SA.
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. RECEIVED CONFIRMATION NO. 5671
TAROLL SUNDHEIM, COVELL & LLp. N S 0 ILING RECEIPT

11 )
526 SUPERIOR AVENUE 2003 "w-d!!a!‘!!,lll“ll.“
CLEVELAND, OH 44114-1400 TAROLL!, SUNDHEIM,

«F-é;mPP |_LCOVELL & TUMMINO LLP,

M‘J . Date Mailed: 06/25/2003

Recsipt Is acknowledged of this reguiar Patent Application. It will be-considered In Ite order and you will be
notified as to the results of the examination. Be sure to provide the U.S. APPLICATION NUMBER, FILING DATE,
NAME OF APPLICANT, and TITLE OF INVENTION when Inquiring about this application. Fees transmittad by
check or draft are subject to collection. Please verify the accuracy of the data presented on this receipt. f an
ervor ls noted on this Filing Receipt, plesss write to the Office of Initlal Patent Examination’s Flling
Raceipt Comections, facsimiie nhumber 703-746-8185. Please provide » copy of this Flling Recelpt with the
changes noted thereon. if you recelved a "Notice to Flle Missing Parts” for this appllcation, please submit
any comections to this Flling Recelpt with your reply to the Notice. When the USPTO processes the reply
to the Notics, the USPTO will generats another Flling Recelipt Incorporating the requestad cormections (If
appropriate).

Applicant(s)
" Marc 8. Penn, Shaker Heights, OH;
Arman T. Askari, University Heights, OH;
Matthew Kiedrowskd, Lorain, OH;

Assignment For Published Patent Application
The Cleveland Clinic Foundation;

Domestic Priority data as claimed by applicant ‘
This appin claims benefit of 60/405,274 08/22/2002

Forelgn Appllélﬁons

If Required, Foreign Fliing Licenae Granted: 06/24/2003
Projectod‘ Publication Date: 02/26/2004
Non-Publication Request: No

Early Publication Request: No

“ SMALL ENTITY *

Title



L Stromal cell-derived factor-1 mdlatm;s‘tnn; cell homing and tissue reganeration in ischemic {
cardiomyopathy )

Preliminary Cinss = 1 8 9
oo 435°

LICENSE FOR FOREIGN FILING UNDER
Title 35, United States Code, Section 184
Title 37, Code of Federal Regulations, 5.11 & 5.15

GRANTED

The applicant has been granted a license under 35 U.S.C. 184, If the phrase "IF REQUIRED, FOREIGN FILING
- LIGENSE GRANTED" foliowed by a date appears on this form. Such licenses are issued in all applications where
the conditions for issuance of a ficense have been met, regardless of whather or not a licanse may be required as
set forth In 37 CFR 5.15. The scope and limitations of this license are set forth in 37 CFR 5.15(a) unless an earlier
licanse has been issued under 37 CFR 5.15(b). The license is subject to revocation upon written notification. The
date indicated is the effective date of the license, uniess an earlier licanse of similar scope has been granted
under 37 CFR 5.13 or 5.14. :

This license is to'be reteined by the licansee and may be used at any time on or after the effective date thereof
uniess I Is revoked. This license is automatically transferred to any related applications(s) filed under 37 CFR
1.53(d). This license is not retroactive.

The grant of a license does not in any way lessen the responsibliity of a licenses for the securtty of the subject
matier as imposed by any Government contract or the provisions of existing laws relating to espionage and the
national security or the export of technical data. Licansees should apprise themselves of current regulations
especially with respect to certaln countries, of other agencies, particularly the Office of Defense Trade Controls,

Depariment of State (with respect to Arms, Munitions and impiements of War (22 CFR 121-128)); the Office of
Export Administration, Department of Commerce (15 CFR 370.10 {J)); the Office of Foralgn Assets Control,

Department of Treasury (31 CFR Parts 500+) and the Department of Energy.

NOT GRANTED

No license under 35 U.S.C. 184 has been granted at this time, If the phrase "IF REQUIRED, FOREIGN FILING
LICENSE GRANTED" DOES NOT appear on this form. Applicant may still petition for a license under 37 CFR
5.12, Iif a license is desired before the expiration of 6 months from the filing date of the application. if 6 months
has lapsed from the flling date -of this application and the licensee has not received any indication of a secrecy
order under 35 LI.S.C. 181, the licensee may foreign file the application pursuant to 37 CFR 5.15(b).
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[Sello] Oficina de Patentes y Marcas de Estados Unidos.
Estados Unidos de América
[Sello] RECIBIDO. 30 de junio de 2003. Tarolli, Sundheim,

Covell & Tummino LLP

Oficina de Patentes y Marcas de Estados Unidos

DEPARTAMENTO DE COMEREIO DE _ESTADOS UNIDOS. Oficina de
Patentes y Marcas de Estados Unidos. Domicilic: COMISARIO DE
PATENTES Y MARCAS. Casilla de Correo 1450. Aloxandria,

Virginia 22313-1450. www.uspto.gov

Solicitud de Patente Namero: 10/426.712.
Fecha de Presentacién: 30/04/2003
Unidad del Arte del Grupo: 1645

Arancel de Presentacién Recibido: 402
Archivo de Apoderado N° CCF-6288NP
Dibujos: 6

Reivindicaciones Totales: 23

Reivindicaciones Independientes: 2

Confirmacién N° 5671

Recibo de Presentacién [Cédigo de Barras]
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TOROLLI, SUNDHEIM, COVELL & TUMMINOC LLP
Oficina 1111

526 Superior Avenue

Cleveland, Ohio 44114-1400

Fecha de Envio: 25/06/2003

Se acusa recibo de esta Solicitud de Patente normal. Seré
considerada a su turno y se le notificard en cuanto a los
resultados del examen. Aseglirese de proporcionar el NUMERO DE
SOLICITUD DE PATENTE ESTADOUNIDENSE, la FECHA DE PRESENTACION,
el NOMBRE DEL SOLICITANTE, y el TITULO DE LA INVENCION cuando
pregunte acerca de esta solicitud. Los aranceles remitidos por
cheque o0 giro estan sujetos a cobro. Rogamos controlar 1la
precisién de los datos presentados en este recibo. Si se
advierte un error en este Recibo de Presentacién, rogamos
escribir a la Oficina de Correcciones de Recibos de
Presentacién del Examen Inicial de Patentes, fax nimero 703-
746-9195. Rogamos proporcionar una copia de este Recibo de
Presentacién con los cambios indicados en él1l. Si usted recibié
una “Notificacién para Presentar Partes Faltantes” para esta
solicitud, rogamos presentar todas las correcciones en este
Recibo de Presentacién con su respuesta a la Notificacién.
Cuando la Oficina de Patentes y Marcas de Estados Unidos
procesa la respuesta a la Notificacién, la Oficina de Patentes

y Marcas de Estados Unidos generara otro Recibo de



Presentacién que incorporard las correcciones solicitadas (si
corresponde) .
Solicitante(s): Marc S. Penn, Shaker Heights, Ohio;
Arman T. Askari, University Heights, Ohio;
Matthew Kiedrowski, Lorain, Ohio;
Cesién para la Solicitud de Patente Publicada
The Cleveland Clinic Foundation
Datos de la Prioridad Nacional reivindicada por el solicitante
Esta solicitud reivindica prioridad de 60/405.274, 22/08/2002
Solicitudes Extranjeras
Si se requiere, Licencia para Presentaciones en el Exterior
Otorgada: 24/06/2003
Fecha de Publicacién Proyectada: 26/02/2004
Pedido de No Publicacién: no
Pedido de Publicacién Anterior: No
**PEQUENA EMPRESA**
Titulo
Factor derivado de la-célula estromal que media la alberga la
célula madre y la regeneracién de tejidos en la cardiomiopatia
isquémica
Clase Preliminar

435
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LICENCIA PARA PRESENTACION EN EL EXTERIOR CONFORME a
Titulo 35, Articulo 184 del Cédigo de Estados Unidos
Titulo 37, Articulos 5.11 y 5.15 deal Cédigo de Normas

Fedarales

OTORGADA.

Se ha otorgado al solicitante una licencia conforme al Titulo
35, articulo 184 del Cédigo de Estados Unidos, si la frase ™SI
SE REQUIERE, LICENCIA PARA PRESENTACIONES EN EL EXTERIOR
OTORGADA” seguida por una fecha aparece en este formulario.
Esas licencias se emiten en todas las solicitudes en las
cuales se han cumplido las condiciones para la emisién de una
licencia, sin tener en cuenta si se puede 0 no requerir una
licencia como se establece en el Titulo 37, articulo 5.15 del
Cédigo de Normas Federales. El alcance y las limitaciones de
esta licencia se exponen en el Titulo 37, articulo 5.15(a) del
Cédigo de Normas Federales a menos que se haya emitido una
licencia anterior conforme al Titulo 37, articulo 5.15(b) del
Cédigo de Normas Federales. La licencia estd sujeta a
revocacién al notificarse por escrito. La fecha indicada es la
fecha de entrada en vigencia de la licencia, a menos que se
haya otorgado una licencia anterior con un alcance similar
conforme al Titulo 37, articulo 5.13 o 5.14 del Cédigo de

Normas Federales.
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Esta licencia deberi ser retenida por el licenciatario y podra
utilizarse en cualquier momento en la fecha de entrada en
vigencia o0 con posterioridad a ella a menos que se revoque.
Esta licencia se transfiere automdticamente a todas las
solicitudes relacionadas presentadas conforme al Titulo 37,
articulo 1.53(d) del Céddigo de Normas Federales. Esta licencia

no es retroactiva.

El otorgamiento de una licencia de ninguna manera disminuye la
responsabilidad de un licenciatario por 1la seguridad del
cbjeto impuesta por todos los contratos celebrados con el
Gobierno o© las disposiciones de leyes vigentes relacionadas
con el espionaje y la seguridad nacional o la exportacién de
datos técnicos. Los licenciatarios deberidn informarse de las
normas actuales especialmente con respecto a ciertos paises,
de otras reparticiones, particularmente 1la Oficina de
Controles de Comercio de Defensa, el Departamento de Estado
(con respecto a Armas, Municiones e Implementos de Guerra
(Titulo 22, articulos 121-128 del Cédigo de Normas Federales);
la Oficina de Administracién de Exportaciones, el Departamento
de Comercio (Titulo 15, articule 370.10 (j) del Cédigo de
Normas Federales); la Oficina de Contrcl de Bienes en el
Exterior, el Departamento del Tesoro (Titulo 31, Partes 500+

del Cédigo de Normas Federales) y el Departamento de Energia.
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No se ha otorgado ninguna licencia conforme al Titulo 35,
articulo 1184 del Cédigo de Estados Unidos en este momento, si
la frase “SI SE REQUIERE, LICENCIA PARA PRESENTACIONES EN EL
EXTERIOR OTORGADA” NO aparece en este formulario. El
solicitante podrd aln solicitar una licencia conforme al
Titulo 37, articulo 5.12 del Cédigo de Normas Federales, si se
desea una licencia con anterioridad a la fecha de vencimiento
de 6 meses desde la fecha de presentacién de la solicitud de
patente. S1 han transcurrido 6 meses desde la fecha de
presentacién de esta solicitud de patente y el licenciatario
no ha recibido ninguna indicacién de una orden de secreto
conforme al Titulo 35, articulo 181 del Cédigo de Estados
Unidos, el licenciatario podrad presentar en el exterior la
solicitud de patente conforme al Titulo 37, articulo 5.15(b)

del Cé6digo de Normas Federales.



[

UNITED STATES
. PATENT AND
* TRADEMARK OFFICE

- g8 JurL
SO / A

<cF-igprP 196

OCTOBER 08, 2003

i ! Under Secretary of Commerce For Intalectual Property and

PTAS Divecior of the Linked States Patent and Trademark Offica
TAROLLI, SUNDHEIM, COVELL & TUMMINO LLP Washington, DC 20231
RICHARD S. WESORICK www.uspto.gov
526 SUPERIOR AVENUE, SUITE 1111 HE(:EI\,EI3
CLEVELAND, OHIO 44114-1400 I IMIM“”MM.IH

UNITED STATES PA

OCT 1 4 2003

TAROLLI, BUNDHEIM,

*102442957A*

~PFFICE
NOTICE OF RECORDATION OF ASSIGNMENT ‘DOCUMENT

THE ENCLOSED DOCUMENT HAS BEEN RECORDED BY THE ASSIGNMENT DIVISION OF
THE U.S. PATENT AND TRADEMARK OFFICE. A COMPLETE MICROFILM COPY IS
AVAILABLE AT THE ASSIGNMENT SEARCH ROOM ON THE REEL AND FRAME NUMBER

REFERENCED BELOW.

PLEASE REVIEW ALL INFORMATION CONTAINED ON THIS NOTICE. THE

INFORMATION CONTAINED ON THIS RECORDATION NOTICE REFLECTS THE DATA
PRESENT IN THE PATENT AND TRADEMARK ASSIGNMENT SYSTEM. IF YOU SHOULD
FIND ANY ERRORS OR HAVE QUESTIONS CONCERNING THIS NOTICE, YOU MAY
CONTACT THE EMPLOYEE WHOSE NAME APPEARS ON THIS NOTICE AT 703-308-9723.
PLEASE SEND REQUEST FOR CORRECTION TO: U.S. PATENT AND TRADEMARK OFFICE,
ASSIGNMENT DIVISION, BOX ASSIGNMENTS, CG-4, 1213 JEFFERSON DAVIS HWY,

SUITE 320, WASHINGTON, D.C. 20231.

RECORDATION DATE: 04/30/2003

REEL/FRAME: 014032/0475
NUMBER OF PAGES: 3

BRIEF: ASSIGNMENT OF ASSIGNOR’S INTEREST (SEE DOCUMENT FOR DETAILS).

ASSIGNOR:
PENN, MARC S.

ASSIGNOR:
ASKARI, ARMAN T.

ASSIGNOR: _
KIEDROWSKI, MATTHEW

ASSIGNEE:

DOC DATE: 04/29/2003
DOC DATE: 04/29/2003

DOC DATE: 04/29/2003

CLEVELAND -CLINIC FOUNDATION, THE

9500 EUCLID AVENUE
CLEVELAND, OHIOQ 44195

SERTAL NUMBER: 10426712
PATENT NUMBER:

FILING DATE: 04/30/2003
ISSUE DATE:
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MARCUS KIRK, EXAMINER
ASSIGNMENT DIVISION
OFFICE OF PUBLIC RECORDS
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ASSIGNMENT }{

WHEREAS, we, Marc 8. Penn, Arman T. Askari, and Maﬂhew ruwak.l of
Shaker Heights, County of Cuyahoga, and State of Ohla; of University nghh
County of Cuyahoga, and State of Ohio; and of Lorain, County of Lorain, and State of
Ohlo respectively, have made new and useful Improvements In STROMAL
CELL-DERIVED FACTOR-1 MEDIATES STEM CELL HOMING AND TISSUE
REGENERATION IN ISCHEMIC CARDIOMYOPATHY (generally referred to as CCF-
Project No. 02-333);

WHEREAS, The Cleveland ChMnic Foundation (heminafier “CCF"), @
tax-axampt organitzation duly oganized and exsting under the laws of the State of
Ohlo, having a place of busineas at Cleveland, County.of Cuyahoga, State of Ohlo, ls
desimus of acquiing the entine right, ttle and Interest In and b the said
Improvemeants and all patents therefor to be obtained In the United States of America
and countries foreign to the United States;

NOW THEREFORE, BE IT KNOWN that, pursuant to CCF's Invention and
Discovery Policy as epecified In the CCF "Yellow Book™ ae of this date and for
valuable considerations to ue pald, the receipt whereof ls hareby acimowledged, we,
the sald Marc 5. Pann, Arman T. Askarl, and Matthew Kledrowskl do hereby assign,
sell and sst over unto the sald CCF, it successors or assigna, the entire right, title
and imerest In ard o H:r sald Improvemerts and any and all inventions pertaining
thereto, application for U patant em.rtnd by us res ly on the

WE day of 8’7“ 'P;dw day of

1 20 . and the day ol'

aIIpahnhM!Ibrh’ﬂmUnllstt:hsoanuhandd raandlhedghtin
apply for patants therafor In all couniriea foreign to the United States and to claim for
such applications the priority of United States applications, and we hereby request
the Commissioner of Patents of the United States, and any official of any country or
countries foreign to the United States whose duty It Is to lasue petents, o lssue such
patents to the sald CCF, its successors or assigns; and we further agree to execute
such ather applicatione and aother instruments and do all ather acts as may be
deemed necessary by the sald CCF, its successors or assigns in order to fully
secure, pratact and preserve ita rights to the said impravernants and to obtaln patents
therafor In the Unlied Statea of America and all countries foreign to the United States,
all without further consideration but at the expense of the sald CCF, its succassors or
assigns.

STATEOF O'\mis
cOUNTY OF (mymtoaz

Onthis 2% dayof Apel 2003
Personally appeared before me Mare S. Pannbmhmnbbcmapmn named

)
}
)

' in and who exscuted the above Instrument, and acknowledged to me that he

THECDORE C. THECFRASTOUS, Altoraby Al Law

mwhdﬁeumbrthounumdﬂmpumﬂumlnﬂﬂmad
Notary Publiz, Stete of Oblo



Signed at
County of , Cuybage and State of Ohi2
This 4 deyof Aan/ . 2003

%n T. Aakarl

STATEOF O\si»

coUNTY OF Caqaduny -
On this Al day of A 2003

PamnallyappaamdbufnmmmmnTAﬂarl hluwninbathepmn

named In and who executed the above Inatrument, and acknowledged to me that he
axecuted the same for the uses and the purposas tharain mentioned.

THECDORE C. THEOFRASTOUS, Attomey
Notary Public, State of oo - AM/I
lywnﬂnhmmmﬂum
Section 147.03 O.R.C. —

? S Nt

P R A i

nd Stete of ou-

ot

This 9. day "'Lfnr

Matthew Kiedrowskl
sTaTEOF OlLte )
COUNTY OF (. -’.Lz )
On this 2% ey or «\ 200

Personally appearad before me Matthew Kiedrowek! to me knawn to be the person
named In and who executed the above instument, and acknowledged to he that he
axecutad the same for the uses and the purposes therein mentioned.

THEQDORE ¢. THEOFRASTOUS, A
Netaty polp STOU! Itnmey At Law
Ky commiasion has no mlraﬂnn date.
Suction 147.08 O.R.C. Notﬂry

- el

199



[Sello] RECIBIDO. 14 de octubre de 2003. Tarolli, Sundheim,

Covell & Tummino LLP

OFICINA DE PATENTES Y MARCAS DE ESTADOS UNIDOS

Subsecretario de Comisario para la Propiedad Intelectual vy
Comisario de la Oficina de Patentes y Marcas de Estados Unidos
Washington, DC 20231

www.uspto.gov

8 de octubre de 2003

TAROLLI, SUNDHEIM, COVELL & TUMMINO LLP
RICHARD S. WESORICK

526 SUPERIOR AVENUE, OFICINA 1111

CLEVELAND, OHIO 44114-1400

OFICINA DE PATENTES Y MARCAS DE ESTADOS UNIDOS

NOTIFICACION DE INSCRIPCION DE DOCUMENTO DE CESION

El documento adjunto ha sido inscripto por la Seccién de
Cesiones de la Oficina de Patentes y Marcas de Estados Unidos.
Existe una copia fiel microfilmada completa en la oficina de
bisqueda de cesiones en el nimero de rodillo y casillero

referidos al pie.
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Rogamos revisar toda 1la informacién contenida en esta
Notificacién. La informacién contenida en esta Notificacién de
Inscripcidén refleja los datos presentes en el Sistema de
Cesiones de Patentes y Marcas. Si usted encontrara algin error
o tuviera preguntas referidas a esta Notificacién, podra
comunicarse con el empleado cuyo nombre aparece en esta
Notificaciébn al 703-308-9723. Rogamos enviar el pedido de
correccién a: Oficina de Patentes y Marcas de Estados Unidos,
Seccidén de Cesiones, Casillero de Cesiones, CG-4, 1213

Jefferson Davis Hwy., Suite 320, Washington, DC 20231.

Fecha de Inscripcién: 30/4/2003 Rodillo/Casillero: 014032/0475

Nimero de paginas: 3

Escrito: Cesidén de los Derechos del Cedente (Ver el Documento

para hallar detalles)

CEDENTE:

PENN, Marc S. Fecha del Documento: 29/04/2003
CEDENTE:

ASKARI, Arman T. Fecha del Documento: 29/04/2003
CEDENTE:

KIEDROWSKI, Matthew Fecha del Documento: 29/04/2003
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CESIONARIO:
CLEVELAND CLINC FOUNDATION, THE
9500 EUCLID AVENUE
CLEVELAND, OHIO 44195
Acta Ntmero: 10426712 Fecha de presentacién: 30/04/2003

Patente NGmero: Fecha de concesién:

014032/0475 Pagina 2
Marcus Kirk, Examinador

Oficina de Inscripcién de Documentos Pdblicos.

CESION

POR CUANTO nosotros, Marc S. Penn, Arman T. Askari, y Matthew
Kiedrowski, de Shaker Heights, Condado de Cuyahoga, y Estado
de Ohio; de University Heights, Condado de Cuyahoga, y Estado
de Ohio; y de Lorain, Condado de Lorain, y Estado de Ohio,
respectivamente, hemos hecho mejoras nuevas y Gtiles en FACTOR
DERIVADO DE LA CELULA ESTROMAL QUE MEDIA LA ALBERGA LA CELULA
MADRE Y LA REGENERACION DE TEJIDOS EN LA CARDIOMIOPATEA
ISQUEMICA (generalmente citado como Proyecto de CCF N° 02-
333);

POR CUANTO, The Cleveland Clinic Foundation (en adelante
“CCF”), una organizacién exenta del pago de impuestos

debidamente constituida y con existencia legal conforme a las
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leyes del Estado de Ohio, que tiene sede social en Cleveland,
Condado de Cuyahoga, Estado de Ohio, desea adquirir 1la
totalidad de 1los derechos reales y personales sobre las
mejoras mencionadas y sobre todas las patentes para ellas que
se concedan en Estados Unidos y en paises extranjeros a
Estados Unidos:

POR LO TANTO, CONSTE POR LA PRESENTE que, de acuerdo con la
Politica de Invenciones y Descubrimientos de la CCF
especificada en el “Libro Amarillo” de la CCF en la fecha y
por contraprestaciones susceptibles de valor pecuniario
abonadas a nosotros, cuya recepcién se certifica por 1la
presente, nosotros, los nombrades Marc S. Penn, Arman T.
Askari y Matthew Kiedrowski por la presente cedemos, vendemos
y transferimos a la nombrada CCF, sus sucesores y
derechohabientes, 1la totalidad de los derechos reales vy
personales sobre las mejoras mencionadas y sobre todas y cada
una de las invenciones pertenecen a ellas, la solicitud de
patente estadounidense otorgada por nosotros respectivamente
el 29 de abril de 2003, el 29 de abril de 2003 y el 29 de
abril de 2003, todas las patentes para ellas en Estados Unidos
y en otros lugares, y el derecho de presentar solicitudes de
patente para ellas en todos los palses extranjeros a Estados
Unidos y de reivindicar para esas solicitudes de patente la
'prioridad de las solicitudes de patente estadounidenses, y por

la presente solicitamos al Comisario de Patentes de Estados
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Unidos, y a todos los funcionarios de todos los paises o de
paises extranjeros a Estados Unidos cuya obligacién es
conceder patentes, que conceda esas patentes a la nombrada
CCF, sus sucesores o derechohabientes; y acordamos que
otorgaremos aquellas otras solicitudes y otros documentos vy
realizaremos todos los demas actos que CCF, sus sucesores o
derechohabientes consideren necesarios para obtener, proteger
Y preservar sus derechos sobre las mejoras mencionadas y para
obtener patentes para ellas en Estados Unidos y en todos los
paises extranjeros a Estados Unidos, todo sin ninguna
contraprestacién pero a expensas de la nombrada CCF, sus

sucesores o derechohabientes.

Firmé en el Condado de Cuyahoga y Estado de Ohio a los 29 dias
del mes de abril del afio 2003
[Aparece una firma ilegible y una aclaracién de firma que

reza:] Marc S. Penn

ESTADO DE OHIO. CONDADO DE CUYAHOGA

A los 29 dias del mes de abril del aflo 2003, comparecié por
ante mi Marc S. Penn a quien reconozco como la persona
nombrada y que otorgd el instrumento precedente, y certificé
ante mi que otorgd el mismo para los usos y los propdsitos
mencionados en é1.

[Aparece una firma ilegible y debajo reza:] Escribano Publico.
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(Aparece un sello que reza:] Theodore C. Theofraustous,
Apoderado, Escribano Puablico, Estado de Ohio. Mi mandato no
tiene fecha de vencimiento conforme al Articulo 147.03 del

Cédigo de Estados Unidos.

Firmé en el Condado de Cuyahoga y Estado de Ohio a los 29 dias
del mes de abril del afio 2003
[Aparece una firma ilegible y una aclaracidén de firma que

reza:] Arman T. Askari

ESTADO DE OHIO. CONDADO DE CUYAHOGA

A los 29 dias del mes de abril del afo 2003, comparecid por
ante mi Arman T. Askari a quien reconozco como la persona
nombrada y que otorgd el instrumento precedente, y certificéd
ante mi que otorgé el misme para los usos y los propésitos
mencionados en él.

(Aparece una firma ilegible y debajo reza:] Escribano Piblico.
[Aparece un sello que reza:] Theodore C. Theofraustous,
Apoderado, Escribano Piblico, Estado de Ohio. Mi mandato no
tiene fecha de vencimiento conforme al Articulo 147.03 del

Cédigo de Estados Unidos.

Firmé en el Condado de Cuyahoga y Estado de Ohio a los 29 dias

del mes de abril del afio 2003

[~
v
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[Aparece una firma ileqgible y una aclaracién de firma que

reza:] Matthew Kiedrowski

ESTADO DE OHIO. CONDADO DE CUYAHOGA

A los 29 dias del mes de abril del aific 2003, compareci6 por
ante mi Matthew Kiedrowski a quien reconozco como la persona
nombrada y que otorgé el instrumento precedente, y certificé
ante mi que otorgd el mismo para 1los usos y los propésitos
mencionados en él.

[Aparece una firma ilegible y debajo reza:] Escribano Pablico.
[Aparece un sello que reza:] Thecocdore C. Theofraustous,
Apoderado, Escribano Piblico, Estado de Ohio. Mi mandatc no
tiene fecha de vencimiento conforme al Articulo 147.03 del

Cédigo de Estados Unidos.
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NOV 1 ¢ 2003 E From the INTERNATIONAL BUREAU
ROLL:. nrnDEEME, To:
SR At 1PCT
WESORICK, Richard, S.
o G Tarofll, Sundhelm, Covell &
OF PRIORITY DOCUMENT Tummino L.LP.
Suilte 1111
(PCT Administrative instructions, Section 411) 526 Superior Avenus
Cleveland, OH 44114
- e Unttad States of America
Date of mailing (dey/montivVyesr) o
28 October 2003 (28.10.08) T3 -
Applicant's or agant's file reference ‘-'Z_:__ - ™ ANT FICA
CCF-6288PCT < F 3% et PORTANT NOTIFICATION
intematiansi s pelication No. Q‘ﬁb-j imernations! fling date (day/month/vear)
PCTAIS03/26013 27 August 2003 {21.08.03)
intsmational publiowtion dats (day/monthiysar) Priority date (day/month/yenr)
Not yst published 22 August 2002 (22.08.02)

Applioam
THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION

1.  Tha applicant Is harsby notifiad of the dats of receipt (exoept whers the istters "NR" appear in the right-hand column) by tha
intemational Bureau of the priority docurnent{s) relating to the sariler application(s) indioxted balow. Unless otharwise
indiosted by an asterisk appearing naxt to a date of receipt. or by the letters "NR", In the Aight-hend oolumn, the prority
doaiymant sonosrned was submitted or tranamitted to the imtsmationa! Buresu In complianca with Rule 17.1(s) or {b).

2. This updates and replaces any previously issusd notification conosming submiasion or transmittal of priority documents.

3. An asterisk{*) appesring naxt to » date of recsipt, In the right-hand column, tienctes a priority dosument submitted
or tanamitted to the intemational Bursau but not in compllance with Ruls 12.1(a) or (b). In such s case, the sttantion
of the spplicent Is direcied to Rule 17.1{a) which provides that no designated Offica may disregard the priority dlalm
conoermed before giving the sppiloant an apportunity, upor smry Into the national phaye, to furnish the priority document
within a ime limit which ls reasonabls under the dmumstances.

4. The letiers "NIR™ sppearing In the right-hand column denote e priority documesnt which was not recalvad by the Intemational
Bureauv or which the applioant did not request the ragelving 0¥ioe to prapare and transmit 1o the intemational Bureau,
as provided by Rule 17.1(s) or (b), respectively. In such a cass, the stiontion of the applicant ks dirested to Rule 17.1(¢) which
providas that no designated Offics may disregard tha priority alalm conosmed befare giving the appiicant an opportunity,
upon entry intoa the netional phase, to furnish tha priority dooument within a time limit which Is ressonsble under the

circumstanoea.
Prarity date Bdority ancilication No. Counlty or regiotal Qffics Date of rmoslot
or PCT recalying Offion of nrjority dooument
22 Augu 2002 (22.08.02) 60/405,274 us 14 Octo 2003 (14.10.03)
30 Apri 2003 (30.04.03) 10/4286,712 us 20 Octo 2003 (20.10.03)
The Intsrnstions] Burasu of WIPO Autharized offioar
34, chamin des Colombetins Alexandre BOUVIER (Fax 338-8995]
1211 Gensva 20, Switsesland
Faosimile No. (41-22) 338.80.86 Telephone No. {41-22) 338 8786

Form PCTAB/304 {July 1688) T 006g33483
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PCT/US03/26013

TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES

PCT. NOTIFICACION SOBRE PRESENTACION O REMISION DE DOCUMENTOS
DE PRIOCRIDAD

{(Instrucciones Administrativas del PCT, Articulo 411}

De la OFICINA INTERNACIONAL
Para: WESORICK, Richard S.
Torolli, Sundheim, Coveell & Tummino LLP
Oficina 1111
526 Superior Avenue
Cleveland, Ohio 44114

Estados Unidos

NOTIFICACION IMPORTANTE

Fecha de envio (dia/mes/afic): 28 de octubre de 2003 (28-10-03)
Referencia de archivo del Solicitante o Agente: CCF-628BPCT
Solicitud Internacional No.: PCT/US 03/26013

Fecha de Presentacién Internacional: 21 de agosto de 2003 (21-
08-2003)

Fecha de Publicacién Internacional: AGn no publicada

Fecha de Prioridad: 22 de agosto de 2002 (22-08-2002)

Solicitante: THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION
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1. El solicitante por la presente queda notificado de la fecha
de recepcidén (excepto cuando las letras “NR” aparezcan en la
columna de la derecha) por la Oficina Internacional del({os)
documento(s) de prioridad referentes a la(s) siguiente(s)
solicitud(es) indicada al pie. A menos que se indique lo
contrario c¢on un asterisco que aparece junto a la fecha de
recepcién, o con las letras “NR”, en la columna de la derecha,
el documento de prioridad referido se presentd o remitié a la
Oficina Internacional en cumplimiento de la Norma 17.1(a) o

(b).

2. La presente actualiza y reemplaza cualquier notificacién
emitida previamente concerniente a la presentacién o remisién

de documentos de prioridad.

3. Un asterisco(*) que aparece junto a la fecha de recepcién,
en la columna de la derecha, indica un documento de prioridad
presentado o remitido a la Oficina Internacional perc no en
cumplimiento de la Norma 17.1(a) o {(b). En tal caso, se llama
la atencién del solicitante a la Norma 17.l1l{c) gqgue dispone que
ninguna Oficina designada podrd @pasar por alto 1la
reivindicacién de pricridad referida antes de dar al
Solicitante la oportunidad, al entrar en la fase nacional, de
presentar el documento de prioridad dentro de un plazoc que sea

razonable en las circunstancias.
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3. Las letras “NR” que aparecen en la columna de la derecha
indican un documento de prioridad que no ha sido recibido por
la Oficina Internacional o que el solicitante no solicité a la
Oficina receptora que prepare y remita a la Oficina
Internacional, como 1lo establece la Norma 17.1¢(a) o (b),
respectivamente. En tal caso, se llama 1la atencién del
solicitante hacia la Norma 17.1(c) que establece que ninguna
Oficina designada podr4d pasar por alto la reivindicacién de
prioridad referida antes de dar al solicitante la oportunidad,
al entrar en la fase nacional, de presentar el documento de
prioridad dentro de un plazoc que sea razonable en las
circunstancias.
Fecha de la solicitud: 22 de agosto de 2002 (22-08-02)
Solicitud de Prioridad N°: 60/405.274
Pais u Oficina Regional u Oficina receptora de PCT: Estados
Unidos
Fecha de recepcién del documento de prioridad: 14 de octubre

de 2003 (14-10-03)

Fecha de la solicitud: 30 de abril de 2003 (30-04-03)

Solicitud de Prioridad N°: 10/426.712

Pais u Oficina Regional u Oficina receptora de PCT: Estados
Unidos

Fecha de recepcién del documento de prioridad: 20 de octubre

de 2003 (20-10-03)
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La Oficina Internacional de la WIPO, 34, chemin des

Colombettes, 1211 Ginebra 20, Suiza. Fax: (41-22) 338.89.95

Funcionario autorizado: Alexandre BOUVIER (Fax 338-8995)

Teléfono N° (41-22) 33B-8765

Formulario PCT/IB/304 (julio 1998)
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PCT T
NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF THE WESORICK, Richard, S.
COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL Tarolll, Sundhelim, Covell & Tummino LLP.
APPLICATION TO THE DESIGNATED OFFICES Subis 1111 R EG
Superior Avanue
(PCT Rule 47.1(c), first sentence) Gl O A hUE EIVED ’
o MAR 1 §
2004
Date of mailing (daymonti/sear) 2 TAR
04 March 2004 (04.03.2004) cover L. SUNDY
CEF LFF
Applicant's or agent's file reference w
CCF-6288PCT R'J IMPORTANT NOTICE
Intemational application No. Imemational fiing date (dawmontyvear) Priority daie {dawmonth/pear)
PCTAIS2003/026013 21 August 2003 (21.08.2003) 22 August 2002 (22.08.2002)
Applicant

THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION

1. Notice ig bereby given that the Inieraiional Burean has communicated. as provided in Article 20, the international application 10 the
following designawnd Offices an the date indicated above as the date of mailing of this notice:

AU, AZ, BY, CH, CN, CO, DZ, EP, HU, JP, KG, KP, KR, MD, MK, MZ, RU, TM

In accordance with Rule 47.1(c), third sentence, those Officas will accept the present nolice as conchusive ovidance that the commmnication
of the intemations] applicaiion has duly taken place on the date of mailing indicated sbove and no copy of the imermnational epplication is
requined 1o ba furnishad bry the applicant 1o the designated Office(s).

The following designaiod Qffices have waived the requiremant for such a coommmication st this Ume:

AE, AG, AL, AM, AP, AT, BA, BB, BG, BR, BZ, CA, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, EA, EC, EE, ES, Fi, GB, GD, GE, GH,
GM, HR, ID, I, IN, IS, KE, KZ,LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MG, MN, MW, MX, NI, NO, NZ, OA, OM, PG, PH, PL,
PT, RO, 8C, SD, SE, 8G, 8K, SL, 8Y, TJ, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW

MwmmmwlﬂbemdemlhnomulonlyupmlhurnqnuLFuﬂhme.lhnnOfﬁnudonulqmﬂnlpplmm
furnizh a copy of the iniernaiional application (Rule 49.1{a-bis)).

3. Enclosed with this notice is a copy of the inlemalional application as published by the luternational Bureau on
04 March 2004 (04.03.2004) under No. WO 2004/017978

4. TIME LIMITS for fifing a demand for internaiionsl preliminary examinstion and for entry Into the national phase

‘The applicable time Emit for entering the national phase will, subject to what Is said In the following paragraph, be 30 MONTHS from
. the priority date, not only in respect of any elected Office if & demand for iniemnational preliminary examination is filed before the

expiration of 19 months from the priority date, bul also in raspect of any designated Office, in the absence of filing of such demand, where
Article 73(1) az modified with eflect from 1 April 2002 applies in respect of that designmed Office. For further details. see PCT Gazetie
No. 4472001 of 1 November 2001, pages 19926, 19932 and 19934, sz well as the PCT Newsletter, October and November 200) and
February 2002 issnes.

In praciice, thme limiis othber than the 30-month thme Bmil will conlime o epply, for varions periods of time, in respect of cenain
designaled or elecied Offices. For regular updaies on the applicable time limits (20, 21, 30 or 31 months, or other Lime limit), Office by
Office, relex w0 the PCT Gazstie, the PCT Newsletter and the PCT Applicant’s Guide, Volurne 11, National Chepiers, all available from
WIPO's Internes gite, at hup/www.wipo.inVpct/en/index.html,

For filing a demand for iniersallona] preliminary examination, see the PCT Applicant’s Guide, Volnme /A, Chapler IX. Only an
applicant who ic 2 natioms] or resident of & PCT Contracting Stale which is bound by Chepter 11 hes the right 1o file a demand for
imamational praliminery examination (at present, all PFCT Contracting States are bound by Chapeer 11).

1t ig the applicant’s sole responsibility 1o monitor all thess time limits.

N

The lmgnmi_m.] Bureau of WIPO Anthorized officer
1211 Gepea 20, Swiaesont Gijsbertus Beijer - Carios Roy

Facsimile No.(41-22) 740.14 35 Telephone No.(41-22) 338.91.11
Form PCT/IB/308 (April 2002)
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PCT/US2003/26013
PCT. NOTIFICACION PARA INFORMAR AL SOLICITANTE SOBRE LA
COMUNICACION DE LA SOLICITUD INTERNACIONAL A LAS OFICINAS
DESIGNADAS

(Norma PCT 47.1(c), primera oracidn)

De la OFICINA INTERNACIONAL
Para: WESORICK, Richard S.

Tarolli, Sundheim, Covell & Tummino LLP

Oficina 1111

526 Superijor Avenue

Cleveland, Ohio 44114

ESTADOS UNIDOS
Fecha de envio (dia, mes, afio): 4 de marzo de 2004 (4/03/04)
Referencia de archivo del Solicitante o agente: CCF-6288PCT
NOTIFICACION IMPORTANTE
Solicitud Internacional N° PCT/US2003/26013
Fecha de Presentacién internacional {(dia, mes, afio): 21 de
agosto de 2003 (21-08-2003)
Fecha de Prioridad (dia, mes, afio): 22 de agosto de 2002 (22~
08-2002)

Solicitante: THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION

1. Por la presente se notifica que la Oficina Internacional ha

comunicado, conforme al Articulo 20, la solicitud
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internacional a las siguientes oficinas designadas en la fecha
indicada m&s arriba como la fecha de envio de esta
Notificacién:

AU, AZ, BY, CH, CN, CO, Dz, EP, HU, JP, KG, KP, KR, MD, MK,
MZ, RU, T™M

Conforme a la Norma 47.01(c), tercera oracién, cada Oficina
designada aceptara esta Notificacién como prueba definitiva de
que la comunicacién de 1la solicitud internacional se ha
realizado debidamente en la fecha de envio indicada mas arriba
Yy que no es necesario que el solicitante presente copia de la

solicitud internacional ante las Oficinas designadas.

2. Las siguientes Oficinas designadas han renunciado al
requisito de dicha comunicacidén a esta fecha:

AE, AG, AL, AM, AP, AT, BA, BB, BG, BR, BZ, CA, CR, CU, CZ,
DE, DK, DM, EA, EC, EE, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, HR, ID,
IL, IN, IS, KE, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MG, MN,
MW, MX, NI, NO, Nz, OA, OM, PG, PH, PL, PT, RO, SC, SD, SE,
sG, SK, SsL, Sy, TJ, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, UZ, VC, VN, YU,

ZA, ZIM, ZIW.

La comunicaciédn se remitira a esas Oficinas s6lo a su pedido.
Mas aun, esas Oficinas no exigen al solicitante que presenten

copia de la solicitud internacional (Norma 49.1(a-bis)).
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3. Se adjunta a esta Notificacién, copia de la solicitud
internacional publicada por la Oficina Internacional el 4 de

marzo de 2004 (4-03-2004) como WO 2004/017978

4., PLA20S para presentar un pedido de examen preliminar
internacional y para el ingreso en la fase nacional.

El plazo aplicable para ingresar en la fase nacional, conforme
a las disposiciones del siquiente parrafo, serd de 30 MESES
desde la fecha de prioridad, no solamente con respecto a la
Oficina elegida si el pedido de examen preliminar se presenta
con anterioridad al vencimiento del plazo de 19 meses desde la
fecha de prioridad, sino también con respecto a la Oficina
designada, en ausencia de la presentacidén de ese pedido, donde
la Clé&usula 22(1) y sus modificaciones con vigencia a partir
del 1 de abril de 2002 es aplicable con respecto a esa Oficina
designada. Para mayores detalles, véase el Boletin de PCT N°
44/2001 del 1 de noviembre de 2001, pdginas 19926, 19932, y
19934, asi como el Boletin de PCT, publicaciones de octubre y
noviembre de 2001 y febrero de 2002.

En la préctica, 1los plazos excepto el plazo de 30 meses
seguiran siendo aplicables, durante diferentes periodos de
tiempo, con respecto a ciertas Oficinas designadas o elegidas.
Para actualizaciones regulares de los plazos aplicables (20,
21, 30 o 31 meses, u otro plazo), Oficina por Oficina, vea el

Boletin de PCT, el Boletin de PCT y la Guia del Solicitante de



- 216

PCT, Volumen II, Capitulos Nacionales, todos disponibles en el
sitio de Internet de la WIPO, 'en
http://www.wipo.int/pct/en/index.html.

Para la presentacién de un pedido de examen preliminar
internacional, véase la Guia del Solicitante de PCT, Volumen
I/A, Capitulo IX. Solamente un solicitante que es nativo o
residente de un Estado Firmante del PCT que estd obligado por
el Capitulo II tendrd derecho a presentar un pedido de examen
preliminar internacional (en la actualidad, todos los Estados
Firmantes del PCT estdn obligados por el Capitulo II).

Es la responsabilidad del solicitante controlar todos estos

plazos.

La Oficina Internacicnal de 1la WIPO, 34, chemin des
Colombettes, 1211 Ginebra 20, Suiza, Fax: (41-22)740.14.35.
Funcionario Autorizado: Gijsbertus Beijer.

Tel. (41-22)338.91.11

Formulario PCT/IB/308 (abril de 2002)
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' v &= From the INTERNATIONAL BUREAU
RECE!V._D : PCT To:
NOV 10 2003 WESORICK, Richerd, S
NOTIFICATION OF RECEIPT OF Cherg, S.
TAROLL:, LUNDHE . Tarolll, Sundheim, Covell &
COVEIL & Tt £ 1 . |RECORD COPY (o Tumrrino LLP.
g Suite 1111
(PCTRule 242(a)) =7 _ Superior Avenue
e Cleveiand, OH 44114
a.F AR ﬂtr United States of Amarica
Rsws
Date of malfing (day/month/yesr)
28 October 2008 (28.10.03) IMPORTANT NOTIFICATION
Applisant’s or agent's file reference Internations! spploution Na.
CCF-8288PCT PCT/US03/26013

m;::ﬁum {s harahy notified that the internstions! Bureau has reseived the record copy of the International applicetion as
below.

Name(s) of the applicant(s) and State(s) for which they are applicants:
THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION(al! designated States)

International fliing dats : 21 August 2003 (21.098.03)
Priority datels) oisimed : 22 August 2002 (22.08.02)
30 April 2003 (30.04.03)
of
oy e It anay Bhreors C0PY . 13 October 2003 (13.10.03)
List of designatad Offices :

AP :GH,GM,KE LS ,MW,MZ,SD,SL,S2,TZ,UGZMZW

EA :AM,AZ,BY KG,KZMD,RU,TJ,TM .

EP :AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE, DK, EE, ES, FI,FR,GB,GR,HU,IE,IT,LU,MC,NL PT,RO,SE,SL,SK, TR

OA :BF BJ,CF,CG,CI,.CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD, TG

Netional :AE,AG,AL AM,AT,AU,AZ BA BB, BG,BR,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DZ,
EC,EE,ES Fi,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,ILIN,IS,JP,KE KG,KP,KR KZ LCLK,LRLS,LT,LU,
LV,MA,MD,MG,MK,MN,MW,MX,MZ,NI,NO,NZ,OM,PG,PH,PLPT,RO,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SY,TJ,
TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,UZ VC VN, YU,ZAZMZW

ATTENTION

The spplivant should carefully ohwok the data appsaring in this Notification. In case of any discrepancy between these data
and the indlcations in the intsrnstional applioation, the applicant should immedistely inform the intemationsl Burssu

in addiion, the applioant's atiantion iy drewn 1o the infarmation aontainad in the Annex, relating to:
[X] time timitn for entry into the netional phase - sea updatad important information (ss of Aprt 2002)
[X] contirmetion of precautionary designations (1 applioabie)
[ ] requirements regarding priortty donuments (¥ sppiicable)

A vopy of this Notification 1s being sent to the receiving Offios and to the intsrmationatSearohing Authority.

The donal & of WIPO Authorized officer:
34, charnin des Colombettes Alexandra BOUVIER (Fex 338-8995
1211 Genewva 20, Switeeriand
Facaimiie No. {41-22) 333.80.06 Telaphona No. (41-22) 338 8785

Form PCTAR/0Y (April 2002) gnRaTRaes
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ANNEX v FORM PCTAB/301 l . PCT/US03/26013

INFORMATION N TIME LIMITS FOR ENTERING THE NATIONAL PHASE  ~ % B

The spplicant is raminded thet the “netions! phase™ must be anered before sach of the designated Offices indicated on
the obver sheet of this Notficstion by paying natonal fees and fumnishing translations, as presoribsd by Artioles 22 and 38 and
ths applicabie national laws. in addiion, the applicant mey also have to comply with other specis| requirements applicable
in asrtaln Offices. It is the appllcant’s respomibility to ensure the necessary steps to entsr the national phase ara taken in s
timely fashion. Most Offioss do not Issus raminders to applloants in connection with the entry into the national phase.

The appiicable time imi for entaring the national phase will, subjastto what is said in the following  puragraph, be
30 MONTHS from the priority dats, not only In respent of any elacted Offics where a demand for international preliminary
axamination is filed before the expiration af 18 months from tha priority date (ses Article 38{1)), but also in respect of any
designatad Offige, In the absanoe of fliing of such demand, where Articla22(1) as modified with effect from 1 Aprii 2002
appllas in reapect of that designated Office. For further detalis, ses PCT Gazstte No. 442001 of 1 Novarmnber 2001, pages 18828,
18832 and 19834, as wel! as the PCT Newsietter, Oatober and Novembar 2001 and Fabruary 2002 Issuss.

in practics, time fmits other than the 30-month time Emit will cantinge t apply, for various periods of thme, in respect of
cartain designated or eleated Offices. For regulsr updstes on the applionble time iImits (20, 21, 30 or 31 monthe, or other
time i), Office by Offioe, refer to the PCT Gezstta("Seation V™ part publishad on a weskly basis), to the PCT Newslatter
(on a monthly basis) and to the relevant Natione! Chapters In Volums il of the PCT Applicsnt's Guide (the paper version of
which Is updated usually twioe a year and tha intemet varsion of which is updated ususlly on a weeldy basis). FAnally,a
cumuiative tabie of all applicabie ime fimits for entering the national phase Is avallable from WIPO's .\ntarnet she, via links
from verious pages the site Including those of the Gazette, Newsletter and Guide, at  tp2/www.wipo.int/potienindex.mmi.

information about the requirements for fifing 8 demeand for intemetions! prefiminery sxamingtion s set outinthe PCT
Applicant's Guide, Volume VA, Chapter IX. Note that only an applicant who Is a national or resident of a PCT Comracting
State which |8 bound by Chapter ! has the right to fils 8 demand for intemational prefiminery sxamination (at pressnt, all
PCT Contracting Ststes are baund by Chaptar )l).

CONFRMATION OF PRECAUTIONARY DESIGNATIONS

This notification lists only specific designations made under Ruls 4.8{a) In the request. it Is important to oheck thet these
designations are cofvect. Errors In designations ean be oormrected whare precautionary designations havs besn made under
Rule 4.8(b). The spplicam Is hareby reminded thet sny presautionary designations may be oonfirmed uooording to Rule A.8{p}
befare the explretion of 15.months from the priority date (this time limit may not be extsnded). If it s not confirmed, it will
automutioslly be regarded as withdrawn by the applioent. Thara will be no reminder and no invitstion. Confirmation of 8
designstion oonaists of the filing of a natios spealfying the designsted State soncernad (with indloation of the kind of protsction
or trestment desired) and the payment of the designation and confirmation feex. The Notloe of confirmation and payment
must reach the recelving Offios within the 16-month time limit.

REQUIREMENTS REGARDING PRIORITY DOCUMENTS
For applicants who hava not yet complied with the requirements regarding priority documents, the foliowing s recalled.

Where the priority of an sarller national, reglonal or intermstional application is olsimed, the applioant mus submit » copy
of the sald eariler xpplication, certiflad by ths suthority with which it was filed ("the priarity dosumesnt”) to the receiving Office
(which wiil tranamit it to the imemetional Bursau) or directly to the internationsl Bursau, before the expiration of 18 months from
the priority dats, provided that any such priority docurment may et be aubmittsd to the International Bursau bafore that date of
imtsmstional publioston of the Imemstional application, in which case that dooumant will ba considered 1o havs baen recelved
by the internations! Bursau on the last day of the 18-month time limit (Rule 17.1{a}).

Where the priority document is issued by the recslving Offlos, the applicant may, inssad of submitting thw priority
dooument, request the recsiving Offios to prepare and tranamit the priority doocument to the imternationa! Burssy. Such request
;nfust he(rmda‘ mrﬁ the axpirstion of the 18-month tima limit and may be subjented by the ressiving Offica o the payment

s fee (Ruis 17. .

i the priority dooument conoarned is not submitted to the Internationai Buresu of if the request to the recelving Office
10 prepare and transmit the priarity document has not basn meda {and the corresponding fee, if any, paid) within the appticable
time (imit indlosted under the preceding paragraphs, any designsisd State may disregard the priority olaim, provided that no
dasignated Offios may disregard the priority clsim concemead before giving the applicant an opportunity, upon sntry Into the
national phase, to fumish the priority dooumaent within the time fimit which is reasonable under the circumsisnces

Whare several priorities are ciaimed, the priority duate to be considerad for tha purposes of computing the 16-month time
imit 1a the flling dute of the sarfiest application whose priority is cisimed.

X

T

Form PCTAB/3G1 {Annexj {April 2002) 005833464
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TRATADO DE.COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES
PCT
ACUSE DE RECIBO DE COPIA DE ARCHIVO DE PRESENTACION
(PCT, Norma 24.2(a))
[Sello] RECIBIDO. 10 de noviembre de 2003. Tarolli, Sundhein,

Covell & Tummino LLP

De: Oficina Internacional
Para: WESORICK, Richard S.
Tarolli, Sundheim, Covell & Tummino LLP
Oficina 1111
526 Superior Avenue
Cleveland, Ohio 44114

Estados Unidos

Fecha de envio (dia,mes,afio): 28 de octubre de 2003 (28-10-03)
NOTIFICACION IMPORTANTE
Referencia de archivo de Solicitante o agente: CCF-6288PCT

Solicitud Internacional No: PCT/US03/26013

Por la presente se notifica al solicitante que la Oficina
Internacional ha recibido 1la <copia del registro de
presentacién de la solicitud internacional segin el siguiente

detalle.
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Nombre (s) del(os) Solicitante(s):

THE CLEVELAND CLILNIC FOUNDATION (para todos 1los Estados
designados)

Fecha de presentacién internacional: 21 de agosto de 2003 (21-
08-03)

Fecha de Prioridad reivindicada: 22 de agosto de 2002 (22-08-
02); 30 de abril de 2003 (30-04-03)

Fecha de recepcién de la copia del registro de presentacién
por la Oficina Internacional: 13 de octubre de 2003 (13-10-03)
Lista de Oficinas designadas:

AP: GH,GM,KE,LS,MW,MZ,SD,SL,S2,TZ,UG,ZM, ZW

EA: AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM

EP: AT, BE, BG,CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, FR,GB, GR,HU, IE, IT, LU, MC,
NL, PT, RO, SE, SI, SK,TR

OA: BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE, SN, TD, TG

Nacional: AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BY,BZ,CA,CH,CN, CO,
CR,CuU,CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, FI,GB, GD,GE,GH, GM, HR, HU, ID, IL,
IN, IS, JP,KE, KG, KR,KZ,LC, LK, LR, LS,LT, LU,LV,MA,MD, MG, MK, MN, MW, ~
MX,MZ,NOQ,NZ,OM, PH, PH, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, SX, SL, sY, TJ, TM, TN,

TR,TT,TZ,U0A,UG,UZ, VN, YU, 2A, ZM, ZW

ATENCION:
El solicitante deberd verificar cuidadosamente los datos que
figuran en esta notificacién. En caso de discrepancia, entre

estos datos y los seflaladcs en la solicitud internaciocnal, el
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solicitante deberd informar a la brevedad a 1la Oficina
Internacional.

Asimismo, se llama la atencién del solicitante sobre la
informacién contenida en el Anexo, referida a:

[X] plazos para el ingreso en fase nacional - véase la
informacidén importante actualizada (a abril de 2002)

[x] ratificacién de 1las designaciones precautorias (si
corresponde)

[] requisitos en cuanto a documentos de prioridad (si
corresponde)

Se remitird una copia de esta Notificacién a 1la Oficina
receptora y a la Autoridad de Bisqueda Internacional.

La Oficina Internacional de la WIPO, 34, chemin des
Colombettes, 1211 Ginebra 20, Suiza. Fax (41-22)338-89.95
Funcionario autorizado: Alexandre BOUVIER (Fax 338-8995)

Tel. (41-22)338-8765

Formulario PCT/IB/301 (abril de 2002)



ANEXO AL FORMULARIO PCT/IB/301

Solicitud Internacional N° PCT/US03/26013

INFORMACION ACERCA DE LOS PLAZOS PARA INGRESAR EN LA FASE

NACIONAL

Se recuerda al Solicitante que se deberd ingresar en la “fase
nacional” ante cada una de las Oficinas designadas indicadas
en la caridtula de esta Notificacién abonando los aranceles
nacionales y presentando traducciones, como lo establecen las
Clausulas 22 y 39 vy las leyes nacionales aplicables. Asimismo,
el solicitante también puede tener que cumplir con otros
requisitos extraordinarios aplicables en ciertas Oficinas. Es
responsabilidad garantizar que se ejecutan los pasos
necesarios para ingresar en la fase nacional en forma
oportuna. La mayor parte de las Oficinas no emiten
recordatorios a solicitantes en relacién con el ingreso en la

fase nacional.

El plazo para ingresar en la fase nacional sera, conforme al
parrafo siguiente, de 30 MESES desde la fecha de la prioridad,
no solamente con respecto a cualquier Oficina elegida en donde
un el pedido de examen preliminar internacional se presenta
con anterioridad al vencimiento del plazo de 19 meses desde la

fecha de prioridad {(véase la Cl&usula 3%(1)), sino también
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con respecto a cualquier Oficina designada, en la ausencia de
la presentacién de ese pedido, donde la Clausula 22(1l) y sus
modificaciones con vigencia a partir del 1 de abril de 2002 es
aplicable con respecto a la Oficina designada. Para mayores
detalles, véase el Boletin PCT N° 44/2001 del 1 de noviembre
de 2001, paginas 19926, 19932 y 19934, asi como el Boletin de
PCT, publicacicnes de Octubre y Noviembre de 2001 y Febrero de
2002.

En la practica, los plazos excepto el plazo de 30 meses
seguirdn siendo aplicables, durante diferentes periodos de
tiempo, con respecto a ciertas Oficinas designadas o elegidas.
Para actualizaciones regulares de lo0s plazos aplicables (20,
21, 30 o 31 meses, u otro plazo), Oficina por Oficina, vea el
Boletin de PCT (parte ™“Seccién IV” publicada en forma
semanal), el Boletin de PCT (mensual} y los Capitulos
Nacionales relevantes en Volumen II de la Guia del Solicitante
de PCT (cuya versién en papel se actualiza habitualmente dos
veces por afilo y cuya versién de internet se actualiza
generalmente en forma semanal). Finalmente, una tabla
acumulativa de todos los plazos para ingresar en la fase
nacional esta disponible en el de Internet de la WIPO, a
través de los links de diferentes pédginas, el sitio incluye
aquellos del Boletin y la Guia, en

http://www.wipo.int/pct/en/index.html.
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La informacién acerca de los requisitos para la presentacién
de un pedido de examen preliminar internacional se expone en
la Guia del Solicitante de PCT, Volumen I/A, Capitulo IX.
Obsérvese que solamente un solicitante que es nativo o
residente de un Estado Firmante del PCT que estd obligado por
el Capitulo II tendrd derecho a presentar un pedido de examen
preliminar internacional (en la actualidad, todos los Estados

Firmantes del PCT estdn obligados por el Capitulo II).

RATIFICACION DE DESIGNACIONES PRECAUTORIAS

Esta notificacién enumera solamente designaciones especificas
hechas conforme a la Norma 4.9{(a) en el pedido. Es importante
verificar que estas designaciones sean correctas. Los errores
en las designaciones pueden corregirse cuando se hayan hecho
designaciones precautorias conforme a la Norma 4.9(b). Por 1la
presente se recuerda al solicitante que se puede ratificar
cualquier designacién precautoria de acuerdo con la Norma
4.9(c) con anterioridad al vencimiento de 15 meses desde la
fecha de prioridad (este plazo no serd prorrogable). Si ésta
no se ratifica, se considerari automé&ticamente como retirada
por el solicitante. No habra ningin recordatorio ni
invitacién. La ratificacién de una designacidén consiste en 1la
presentacién de una notificacién que especifica el Estado

designado en cuestién (con una indicacién del tipo de
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proteccién o tratamiento deseado) y el pago de los aranceles
de designacién y ratificacién. La ratificaciédn deberd llegar a

la Oficina receptora dentro del plazo de 15 meses.

REQUISITOS CON RESPECTO A LOS DOCUMENTOS DE PRIORIDAD

Para los solicitantes que aGn no han cumplido con los
requisitos con respecto a los documentos de prioridad, se

recuerda lo siguiente.

Cuando se reivindique prioridad de una solicitud nacional,
regional o internacional anterior, el solicitante debera
presentar una copia de 1la solicitud anterior mencionada,
certificada por la autoridad ante la cual se presentd (“el
documento de prioridad”) ante la Oficina receptora (que la
remitird a la Oficina Internacional) o directamente a la
Oficina Internacional, con anterioridad al vencimiento de 16
meses desde la fecha de prioridad, siempre que ningdn
documento de prioridad pueda adn ser presentade ante 1la
Oficina Internacional c¢on anterioridad a 1la fecha de
publicacidén internacional, en cuyo caso el documento se
considerard recibido por la Oficina Internacional el dltimo

dia del plazo de 16 meses (Norma 17.1(a)).



Cuando el documento de prioridad sea emitido por la Oficina
receptora, el solicltante podrda, en 1lugar de presentar el
documento de prioridad, solicitar a la Oficina receptora gque
prepare y remita el documento de prioridad a 1la Oficina
Internacional. Tal pedido debera hacerse con anterioridad al
vencimiento del plazc de 16 meses y podréd ser sometido por la

Oficina receptora al pago de un arancel (Norma 17.1(b)).

Si el documento de prioridad referido no se presenta ante la
Oficina Internacional o si no se ha realizado el pedido a 1la
Oficina receptora de preparar y remitir el documento de
prioridad (y no se ha pagado el arancel correspondiente, si
correspondiera) dentro del plazo aplicable indicado conforme a
los parrafos precedentes, cualquier Estado designado podré
pasar por alto la reivindicacién de prioridad, siempre que
ninguna Oficina designada pase por alto la reivindicacién
prioridad citada anteriormente dando al solicitante 1la
oportunidad de presentar el documento de prioridad dentro de

un plazo que sea razonable en esas circunstancias.

Cuando se reivindiquen varias prioridades, la fecha de 1la
prioridad que se considerara para los propésitos de computar
el plazo de 16 meses serd la fecha de presentacién de 1la
solicitud mas antigua cuya prioridad se reivindica.

Formulario PCT/IB/301 (Anexo) (Abril de 2002)
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PATENT COOPERATION TREATY

From the RECEIVING OFFICE

™ PC

RICHARD S§. WESORICK
TAROLLI, BUNDHEIM, COVELL & TUMMINO

;g/

2217

TARO b NOTIFICATION CONCERNING PA YMENT
528 SUPERIOR AVENUE, SUITE 1111_ e OF PRES P
CLEVELAND, OHIO 44114 ' 6 (PCT Rules 14, 15 and 16 end Administrative
- Innu:ﬁmismmx 304(a) and (b),
R L 23 )' m)
LF {FEP—
mailing
Ay (dayonth/ync) 07 Oct 2003
Applicent’s or agent's file roference PAYMENT DUE
Toternations] epplication Mo, Intermatinnl filing dese/Date of recxipt Priarity dete (dayVimornth/yecr)
PCTAUS03/26013 (Eaylmonshiyomr) 21 Aug 2003 22 Aug 2002

Applicnt
THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION

J. The applicant is herebry notifled that this recciving Office has roceived:
the payment of ll the proscribed fees,and || am overpaymant, which will be refinded in dus cousc.
20 or inmfficient payment of the prescribed foes and the spplicant is bereby lavited to pay the balance due, n
sruvmrized teder item 2, within the time limit(s) indicsted under iem 3.
2. Fem and payment ealelation:

2,530.00 _ 2,530.00 _ 0.00
Totxl fees payable Amount paid Balance

E] Tha details of the caloulation ar given in the Annex.

3. Time imit(s) for pryment and amonnt(s) payable (Rales 14.1, 154 and 16.1(f)):

D within ONE MONTH from the date of receipt of the inkcraational spplication (for the transmittal fies (If uy), the search
fee, the basic fee snd the designation fee). The sroount peysbie for cach fou is the amount applicable on the dete of ressipt
of the international applieation.

D within ONE YEAR from the priority dute (waly for the designation fee and only if this thme imit expircs lter than the
above time .

—Ifﬂnﬁ%hilpidﬁﬂinnnﬂhﬁmthﬂﬁmipuflhilllﬂ'lltiﬂllllnliﬂinn.hm
paynble is the smoumt gpplicnble on that date of receipt.

— If be designation fee is paid within one year from the priority date but later than gne month from the date of receipt of the
international spplication, the amount payable is the Rmowmt applicable on the date of payment. The receiving Offies
should be conmited for the spplicable amount.

D within 16 MONTHS from the priority date (oaly for the fee for priority doaument). The applicant's sitention is drmwn 1o the
fact that the request made by the applicant under Rule 17.1(b) will be considered not to have been made onlegs the fee is paid
4. Additional cheervaticn (if meceszary):

D ‘The search copy will not be transmitted to the International Sesrching Authority untl the search fee is paid (therefare the
stert of the intemational search will be delayed) (Rule 23.1(s) and (B)).

Name and mailing address of the recelving Office Autharized officer

Mail Stop PCT, Commissioner for Patents . qy2

P.O. Box 1450, Alexandria, VA 22313-1430 Catherine Williams -o:‘
Facuimile No. 703-305-3230 Telephone No. 703-305-3677

Form PCT/ROM02 (Jemmry 2003)
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ANNEX TO FORM PCT/RON 02 International application
CALCULATION OF THE PRESCRIRED FEEA No
PCT/US03/26013
Transmittal Fea
Promeribedamotm , . . . . . . ... . e e 240.00[7)
mp-i‘: ....................... - 240.00 Emm
BAlEBOE: . . . . . ke e h e e e e e e e - 0.00 Dovamt
[] tmiance due
E Search Fee
Preacribed MMOUNE . . . . . . . . a e e e e e e 450.00 5]
AMounipeid: . . . . L . e e e e e e e - 450.00 [5] correct mows
m ------------------------- - om Dm
balance due
[ raternationsiFee .
Basic Fee
Fixed amount for first 30 gheets: . . . . . . . 41800
87 , 1200 _ 804.00 B3
Number of sheets Fes per sheet
in excess of 30
v . A 3 00 . _  0M0py
Fee per sheet
Presceiber amount (b1 + b2+ b3) = 1,280.00 [5]
Designatian Fee
Amontofdesignation fes: . . . . ., .. 104.00
Number of desiguation foes
puysble (maxbwm 8): . . . . ... .. x 5
Prescribed smount = 520.00 [p]
[Rl Hedustion where PCT-EASY software is used or where the
imernaticnal spplication is filed in electranic form (See the PCT
Applicant’s Guide, Vohone I, General Pari, for devaily on the
avatiebility of this redection)t. . . . . . . s ... . - 0 [x]
Subtotal (BHFDRYE . . . v v v e e e - 1,800.00 [p+D-R]
Prescribed total smoent (The amount o be suprad of [ is the sul-inesl
wmisved at (B+D-R), except where the applicant is (or all applicants are)
entitled 1o a reducsion af 75%, in which cass the amomt 1o be entared
at ] is 25% of the sub-toial (B+D-R); certain applicants from certain
Sistes are anditied 10 a reduction of 75% of the inlernetional for; see
Notzx 1o the Fre Caiculation Sheet as annexed 1o the Request Form,
PCTROVIOL, fordeslls): . . . . . . .. ...ovovvneonn - 1,800.00 [T}
AmOtPRI: . . L e e _ 1,800.00 %""“""‘
Balamee: . . . . .. . . e e s e e e e e - 0.00 D balance dus
[F] ¥as for priarity docxment
Preseribedamennt: . . . . .. .. . L L L Lo 4°-°°lﬂ E
AMOMEBE . . . . . e e e e - 40.00 [] overpayment
Balamce: . . . . . . . . s s e e e e e e e e e - 0.00 Dmm
Additions| cheervations (if neceszary):
[[] The azount paid for the dexignation fe covers the following designations:
[ Other txpecify:

Form PCT/RLV102 {Annex) (Jamwry 2003)



PATENT COOPERATION TREATY - 229
From the RECEIVING OFFICE
To PCT
RICHARD S. WESORICK
TAROLLI, SUNDHEIM, COVELL & TUMMINO L.L.P,
526 SUPERIOR AVENUE, SUITE 1111 NOTIFICATION OF THE INTERNATIONAL
CLEVELAND, OHIO 44114 APPLICATION NUMBER AND OF THE
INTERNATIONALFILINGDATE
(PCT Rule 20.5{c))
?.BM“ n“in') 07 Oct 2003

s or agemt's flle IMPORTANT NOTIFICATION

CCF-8288PCT
International application No. Internations] filing date (dawinanthjaar) Priprity date (deqyvimontivimar)
PCTAJS03/26013 21 Aug 2003 22 Aug 2002
Applicant
THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION
Title of the invention

STROMAL CELL-DERIVED FACTOR-1 MEDIATES STEM CELL HOMING AND TISSUE REGENERATION IN ISCHEMIC
~CARDIOMYORATIYL

1.  Thespplican ishereby notified that the interntionsl pplication has been accorded the inermionsl spplication mamber nd the
insernational fling dae indicated sbove.

12 Thespplicant s furthernotified that the recard copy of the international application:

E was transmitted to the International Buress on 07 Oct 2003

D hasnotyet been transmittod to the Internasional Buress forthe reason indicated bedowsnd a copy ofthis notification
hasbeen sent to the International Buresu*:

EI because the necessary nathonal security clearance has not yet hean obtained.
[ veommepummisbepucytad:

* The International Buresu monitors the transmitial of the record copy by the receiving Officeand will notify the applicant (with
Form PCT/1B/301 ) of itsreceipt. Should the record copy not have been received by the expimtion of 14 months from the priority
date, the International Bureau will notify the spplicent (Rule 22. 1{c)).

3. FOREIGN TRANSMITTAL LICENSE INFORMATION Completed by: cw
D Additional license for foreign transmittal not required. This subject matter is covered by a license siready granted or
the equivalent U.S, national spplicstion, Refer 1o that license fior information concemning its scope.

D License for foreign transminal not required. 37 CFR. 5.11(e)1) or 37 CFR 5.11(e){2). However, aliccnse nay be
required for additional subject matter. See 37 CFR 5.15(b).

02 Oct 2003

EI Forcign trazsmitial licease granted. 38 U.S.C. 184; 37 CFR 5.1} on
(cane)

] 7 crrs.150m) O s7cmsise

Authorized officer
Catherine Williams .

Name and mailing address of the reeciving Office

Mail Stop PCT, Commisgicner for Patents
P.0. Box 1450, Alexandria, VA 22313-1450

Facalmile No. 703-305-3230
Form PCT/RO/103 (July 1992)

Telephone No. 703-305-3877




PATENT COOPERATION TREATY

Fromthe INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Ta: PCT
RICHARD §. WESORICK
TAROLLI, SUNDHEIM, COVELL & TUMMINO
LLP. NOTIFICATIONOFRECEIPT
526 SUPERIOR AVENUE, SUITE 1111 OFSEARCHOOPY
CLEVELAND, OHIO 44114
(PCT Rule25.1)
P vy 07 Oct 2003
Applicmt's or agent's file reference
CCF-6288PCT IMPORTANTNOTIFICATION
Intcrustional spplication No. Intemational filing date dyvinaui)er) Priority dae (dayimontiyiear)
PCTAUS03/28013 21 Aug 2003 22 Aug 2002

Applicant

THE CLEVELAND CLINIC POUNDATION

Authority an tha dete ind leated below.

1 m&olmms--mummndmmom.nnh-m=
The applicant ishereby notified that the search copy of the internazional spplication was reccived by this intemationa] Searching

Where the Internstisnnl Searching Avtherity and the recalving Offics ars tha sases Office:
Thespplicant is hereby notified that the search copy of the international application was recel ved an tho date indicated below,

07 Oct 2003

(dateffecapy.

recelvingOffice.

y D The search copy wasaccompemicd by s mcleatide snd/or smino acid sequence listing in computer resdable form,

3. Thnalimit for establishment of interuntional search report
The applicant isinformed that the time 1imi for establishing the intemations) search report is 3 months fromthe date of receipt
indicated above or 9 months from the pricrity dute, whichever tima limit expires lter.

4. Acopyofthisnatilicasion hasbeensent to the Intemational Buresu and, wherethe firt sentence of paragraph | spplies, tothe

Name and mailing address of the ISA/

Mail Stop PCT, Cammiasioner for Patents
P.O. Bos 1430, Alexandria, VA 22313-1450
FacsimileNo. 703-05-3230

Autharized officer
Catherine Williams &)
Telephone No. 713-305-3677

Form PCT/ISA/ 202 (July 1958)

ne



oy

PATENT COOPERATION TREATY

From the RECEIVING OFFICE

T

RICHARD 8. WEBORICK

TAROLLI, SUNDHEIM, COVELL & TUMMINO L.L.P.
528 SUPERIOR AVENUE, SUITE 1111
CLEVELAND, OHIO 44114

PCT

NOTIFICATION REGARDING CERTAIN
CORRECTIONS MADE EX OFFICIO

(PCT Administrative Instructions, Section 327)

Date of mailing
(doy/month/yuar)

07 Oct 2003
Applicant's or agent's flle refiyence REPLY DUE NONE
CCF-82B8PCT However, see: paragraph 3 below
Intemational application No. International filing dute
PCT/USC3/26013 (daplmonik/yeer) 21 Aug 2003
Applicant

THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION

ax gffieio, an shown on the atiached copy of!
E the request, shaet No.:

1. Tho epplicant ls hereby notified that this receiving Office has corrected formal defiecty in the Imernational spplicsrion

D the description, sheet No.:

[ the claime, sheet No.:

[] the drawings, shees No.:

[] other taecis:

2. Ifthe npplicant agrees with these corrections, no further action is required in this regard.

3. Inease of disagreement with these corrections, the applicant should promply inform this recelving Office accondingly.

Name and malling sdsiress of the receiving Office

Mail Swop PCT, Conmniszioner for Patents
P.O. Box 1450, Alexsndria, VA 122313-1450

Facyimile No. 703-305-3230

Form PCT/RQ/ 146 (July 1992)

4

231
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Box No. V  DESIGNATION OF STATES  AMark the applicabile dm:btutes b;lo\r at least one st be nmrlm"
The following designations ore lereby made under Rule 4.9(a)
Regional Patent

Xl AP ARIPO Patent: GH Ghana, GM Gimlm. KE Kenya, LS Lesttho, MW Malawi, MZ Mozambique, SD Sudan.
SL Sierra Leone, SZ Swaziland, TZ United Republic of Tanzania. UG Uganda, ZM Zambis, ZW Zimbabwe. and ony other
Stiate which is a Contracting State of the Harare Prolocel and of the PCT (if other kind of protection or trectment desired,
specify on dotted lire) i ieeae ety

[x] BA Eermsiso Pateat: AM Armenia, AZ Azerbaijan, BY Belarus, KG Kyrpyzstan, KZ Keazakhstan, MD Republic of' Moldova,
RU Rusgisn Federation, TI Tajikistan, TM Turkmenistan, and any other State which is & Contracting Swute of the Eurnsian
Patent Convention and of the PCT

[X] EP Euwropesa Pateat: AT Austris, BE Belgium, BG Bulgaria, CH & LI Switzerland and Licchtenstein, CY Cyprus, CZ Czech
Republic, DE Germany, DK Denmark, EE Esionia, ES Spain, FI Finland, FR France, GB United Kingdom, GR Greece,
HU Hungary, IE Treland, [T Inly, LU Luxembourg, MC Monaca, NL. Netherlands, PT Portugal, RO Romania, SE Sweden,

81 Slovenia, SK Slovakis, TR Turkey. and any other State which is a Coatracting Stte of the European Patent Convention
and of the PCT

i oa OAPI Patent: BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Central African Republic, CG Congo, CI Cle d'Ivoire, CM Cameroon,
GA Gabon, GN Guinca, GQ Equatorial Guinea, GW Guinea-Bissay, ML Mali, MR Mauritania, NE Niger, SN Secnegnl,
TD Chad, TG Togo, and any other State which is a member State of OAPI and a Contracting State of the PCT (¥f other kind
of protectionortreaimentdesired, specify on doted line) . . ........c.cccccu....

National Patent (if asher kind of protection or treatment desired, specify on dotted line):

B AE United Arab Eminates . . ........ B HRCromtit ...ocvvvvninrrnnanns ] OM Oman

X AG Astigus and Barbuda & HU Hungary .......... veesessses I PG Papuz New Guina

[® AL Albenia ,................... X ID Indonésia [x) PH Philippines . .... Cerreenran.
Xl AM Armenis.......... vesrares.s DO IL lsreeh.......... vanesasece- KIPL Poland,....o0ovuveeecnnnnn.
B AT Awrrin......ovveeeenneene.. BIIN Indineennnocienoiiaeoenee-. BV PT Portugale e e eennnennnnn...
AU Anstralia «......... Ceeenane X 1S Iccland RO Romanis

X AZ Azcbaijan..... e R I | N 1T «..-. ¥ RU Russian Federation . .........
X BA Bosniz and Herzegovina . ....... Bl REKenya....ccorevvimemcienne vereeernones teraranernn
@ BB Barbados & KG Kyrgyastan ................. X 8C Sgy;hg“u

@ BG Bulgaria.................... K} KP Democretic People's Republic X! sp Suden

B BR Brazil.c..ocovvvveeieannnns Of KOl . ce.veveernneansess X1 S8E Sweden

R BY Belarua. .................... B KR Republic of Korea ............ B SG Singapore

x] BZ Belize ..................... K] KZ Kazakhstan ................. 8] SK Slovakia ....... . .
@ CA Canads ® LC Saint Lucia [ SL Sierma Leone o.venennnnnns
CH & LI Swirzesiand and Liechtenstein B LX Sri Lanks SY Syrian Arsb Republic

& cN china............ vevesssees X LR Liberia B TJ Tajikistan ............... ..
[ CO Colombia X LS Lesotho.nenevennnnnen. veuss O T™ Turkmenistan. ....... cieneas
CR Costa RiCl o oo voevvnannns .. @ LT Lithuania TN Tunisia

@ cucua....... Cenres e ... & LU Luxembourg TR Turkey ...ovvneennennnns.
B ¢z Czech Republic. ... cevesse.. O LV Lawvia B TT Trinidad and Tobago .

X]| DE Germany .......... veeeecees Xl MAMomcco...o.vvvuuu.- temees 4iaeectesaaneearirecciren
X DK Deamark .......... ceeane MnnepubhcorMoldm .......m'rzu:med nmu.corrm..

X DMDaminica @ === aeiierannes Creiasaaneas B va Uknine .............
bz Atgevia. . ..oieeee ...HGM-daglsur ------------ .. Bucugmds............
@ EC Ecuador...... bemmeeanann. . MK The former Yugoslav chubhc of [ US United Siates of America

XKl EE Estonif. . cocveveens eeennns . Macedonia ....... cevman h8e  NMeeuedencenmenmensaannn
ES Spain........ Cereneas Ciene- [X] MN Mongelia X vz Uzbekisuan .. ...... Cermeens
FI Finland,........... teensaves I MWMalawi. .. ..cvenverennnaes . [g] VC Saimt Vincent and the Grenadines
GB United Kingdom MNX MEXICD e v e venrnnannnrnes VN VieLNam ......... eeeeas
B GD Grenada & MZ Mozambique......... «eeres. [X1 YU Serbia and Monienegm. . .......
X GE Geomgia .............. cevees [El NI Nicaragua Xl ZA South Africa . .... Cevearanen
@ GH Ghana ...... verersessesans. X NO Norway ] ZM Zambia

GM Gambia NZ New Zealend .. .oovonvneenns ZWZimbabwe ..............

heck-boxes rescrved for designating SEl:s which have become party to the PCT after issuance of this sheer:
ALl A .. ....... teaaennan .

Precautionary Designation Statement: In addition o the designations made above, the applicant also makes under Rule 4.9(b) ali
other designations which would be permitted under the PCT except any designation(s) indicated in the Supplemental Bax as being
excluded from the scope of this staiement. The applicant declores that those additional designations arc subjectto conlirmalionand that
any designation which is not confirmed before the expiratian of 15 months from the priority date is to be regarded as withdrawn by the

applicantat theexpiration of thattime limit. (Confirmation finciuding jees) musireach the receiving Office within the | 5-month time fimlt)

Form PCT/RO/101 (second shee) (fuly 2003) A)20fvs See Noics 10 the request fornt
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TRATADO DE COOPERACION SOBRE PATENTES
PCT
NOTIFICACION CONCERNIENTE AL PAGO DE LOS ARANCELES PREVISTOS
(PCT, Normas 14, 15, y 16 e Instrucciones Administrativas,

Articulos 102bis(c), 304(a) y (b), 323(b), 707(b) y 803)

[Sello] RECIBIDO. 13 de octubre de 2003. Tarclli, Sundheim,

Covell & Tummino LLP

De: Oficina Receptora
Para: Richard S. Wesorick. Tarolli, Sundheim, Covell & Tummino

LLP. 526 Superior Avenue, Oficina 1111, Cleveland, Ohio 44114
Fecha de remisién (dia/mes/afio): 7 de octubre de 2003

Referencia de archivo del solicitante o agente: CCF-6288PCT
PLAZO DE PAGO VENCIDO: Ver el punto 3 para los plazos

Solicitud Internacional No.: PCT/US03/26013

Fecha de presentacién internacional (dia/mes/aflo): 21 de
agosto de 2003

Fecha de prioridad {dia/mes/afic): 22 de agosto de 2002
Solicitante: THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION

1. Por la presente se notifica al solicitante que esta Oficina
receptora ha recibido:

[X] el pago de la totalidad de los aranceles; y
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[ ] un importe excedente que se reembolsara oportunamente

[ ] ningin pago © un pago insuficiente de los aranceles
previstos y por la presente se invita al solicitante a pagar
el saldo adeudado, segin la sintesis del punto 2, dentro

del(os) plazo(s) indicados en el punto 3.

2. Cilculo de Aranceles y pagos:

2.530,00 - 2.530 0,00

Total Aranceles a pagar Importe abonado Saldo

[ ] Los detalles del cdlculo se dan en el Anexo

3. Plazos para el pago de aranceles previstos (Normas 14.1,
15.4 y 16.1(f)):
[ ] dentro de UN MES desde la fecha de recepcién de 1la
solicitud internacional (para el arancel de transmisién (si lo
hubiere), el arancel de bilsqueda, el arancel basico y el
arancel de designacién). El importe a pagar para cada arancel
es el importe aplicable en la fecha de recepcién de la
solicitud internacicnal.
[ ] dentro de los UN ANO desde la fecha de prioridad (sélo
para el arancel de designacién y sbélo si este plazo vence con
posterioridad al plazo anterior)

- Si el arancel de designacién se paga dentro de un mes

desde la fecha de recepcién de la solicitud



3 Y.
Yo

internacional, el arancel a pagar es el arancel aplicable
en esa fecha de recepcién.
- Si el arancel de designacién se paga dentro de un arflo
desde la fecha de prioridad pero con posterioridad mayor
a un mes desde la fecha de recepciétn de la solicitud
internacional, el importe a pagar sera el importe
aplicable en la fecha de pago. La Oficina receptora
debera ser consultada sobre el importe aplicable.
[ 1 dentro de los 16 MESES desde la fecha de prioridad (sélo
para el arancel por documento de prioridad). Se atrae la
atencién del solicitante sobre el hecho de que el pedido hecho
por el solicitante conforme a la Norma 17.1(b) no se dara por
efectuado a menos que el arancel se abone dentro de ese
plazo).
4. Observaciones adicionales (si fueran necesarias):
[ ] La copia de la busqueda no se transmitird a la Autoridad
de Busqueda Internacional hasta gque no se haya abonado el
arancel de blisqueda (en consecuencia el inicio de la blsqueda
internacional quedara demorado) (Norma 23.1l(a) y (b)).
Nombre y domicilio de la Oficina receptora: Casilla de PCT,
Comisario de Patentes, Casilla de Correo 1450, Alexandria,
Virdinia 22313-1450. Fax 703-305-3230.
Funcionario Autorizado: Catherine Williams. Tel.703-305-3677

Formulario PCT/RO/102 {enero de 2003)



ANEXO AL FOMULARIO PCT/RO/102

CALCULO DE LOS ARANCELES PREVISTOS

Solicitud Internacional N° PCT/US03/26013

[T) Arancel de Remisién

Importe Previsto 240,00 [T}
Importe Abonado 240,00 [x] importe correcto
Saldo 0,00 [] pago excedente

(] saldo deudor

[S] Arancel por Busqueda

Importe Previsto 450,00 [S]
Importe Abonado 450,00 {x] importe correcto
Saldo 0,00 [] pago excedente

[] saldo deudor

[I] Arancel Internacional
[B] Arancel Béasico
Arancel fijo para primeras 30 paginas 476,00 [bl]

67 x 12,00 = 804,00 [b2]

Nimero de Arancel por pagina
PAginas gue
Superan 30

Componente

Adicional ... 400 x 0,00 - 0,00 [b3]

Arancel por pagina

Importe Previsto (bl + b2 + b3) = 1.280,00 [B]



[D] Arancel por Designaciones
Importe del arancel por designaciones 104,00
Cantidad de aranceles por
Designaciones a pagar (mdximo 5) x 5

Arancel previsto 520,00 [D}
[R] Descuento cuando se usa el software PCT-EASY o cuando la
solicitud internacional se presenta en forma electrénica
(Véase la Guia para el Solicitante del PCT, Volumen I, Parte
General, para ver detalles acerca de la disponibilidad de este
descuento) 0 [R]
Subtotal 1800,00 [B+D-R]
Importe total previsto (El importe que se debe ingresar en I
es el subtotal ingresado en (B+D-R), excepto cuando el
solicitante (o todos los solicitantes) tenga derecho a un
descuento del 75%, en cuyo caso el importe que debe ingresarse
en I es el 25% del subtotal (B+D-R); ciertos solicitantes de
ciertos Estados tienen derecho a un descuento del 75% del
arancel internacional; véase las Notas a la Planilla de

Célculos adjunta al Formulario de Pedido, PCT/RO/101, para

encontrar detalles): 1.800,00 [I]
Importe Abonado 1.800,00 {x] importe correcto
Saldo 0,00 [] pago excedente

[1 saldo dsudor



[(P] Arancel por documento de prioridad

Importe Previsto 40,00 [T}
Importe Abonado 40,00 [x] importe correcto
Saldo 0,00 [1 pago excedente

[] saldo deudor
Observacicnes Adicionales (si es necesario):

[] E1 importe abonado por el arancel por designaciones cubre

las siguientes designaciones:

[] Otro (especificar):

Formulario PCT/RO/102 (Anexo) (enero de 2003)



TRATADO DE COOPERACION SOBRE PATENTES
PCT
NOTIFICACION DEL NUMERO DE SOLICITUD INTERNACIONAL Y FECHA DE
PRESENTACION DE LA SOLICITUD INTERNACIONAL

(PCT, Norma 20.5(c))}

De la Oficina Receptora

Para: Richard S. Wesorick

Tarolli, Sundheim, Covell & Tummino LLP
526 Superior Avenue, Oficina 1111

Cleveland, Ohio 44114

Fecha de Remisién (dia/mes/afio): 7 de octubre de 2003
Referencia de archivo del solicitante o agente: CCF-6288PCT
NOTIFICACION IMPORTANTE

Solicitud Internacional No.: PCT/US03/26013

Fecha de presentaciédn (dia/mes/afio): 21 de agosto de 2003

Fecha de prioridad (dia/mes/afio): 22 de agosto de 2002
Solicitante: THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION

Titulo de la Invencién: FACTOR DERIVADO DE LA CELULA ESTROMAL
QUE MEDIA LA ALBERGA LA CELULA MADRE Y LA REGENERACION DE

TEJIDOS EN LA CARDIOMIOPATIA ISQUEMICA
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1. Por la presente se notifica al solicitante que se ha
asignado a la solicitud internacional el numero y fecha de
presentacién indicados més arriba.
2. Asimismo se notifica al solicitante que 1la copia del
registro de presentacién de la solicitud internacional:
[X] se transmitié a la Oficina Internacional el 17 de octubre
de 2003
[ ] aun no se ha transmitido la solicitud internacional a la
Oficina Internacional por la razén indicada méas abajo y que se
ha remitido copia de esta notificacién a 1la Oficina
Internacional*

[ ] debido a que no se ha obtenido aGn el permiso de

presentacién en fase nacional necesario

[ 1 debido a (deberdn especificarse los motivos):
* La Oficina Internacional verifica la transmisién de la copia
del registro de presentacién por la Oficina Receptora vy
acusard recibo de él1 al solicitante (mediante el Formulario
PCT/IB/301). Si la copia del registro de presentacién no
hubiera sido recibida a la fecha de vencimiento del plazo de
14 meses desde la fecha de prioridad, la Oficina Internacional
notificafﬁ al solicitante (Norma 22.1(c)).
3. INFORMACION SOBRE LICENCIA PARA PRESENTACION EN EL EXTERIOR
Completado por: CW
[ 1] No se requiere licencia adicional para la presentacién en

el extranjero. Este objeto estd cubierto por una licencia ya



otorgada en la solicitud nacional de Estados Unidos
equivalente. Recurra a esa licencia para informacién referida
a su alcance.

[ 1 No se requiere licencia para presentacidén en el exterior.
Titule 37, articulo 5.11(e) (1) o Titule 37, articulo
5.11{e) (2) del Cbdigo de Normas Federales. Sin embargo, puede
ser necesaria la licencla para proteger un objeto adicional.
Véase Titulo 37, articulo 5.15(b) del Cédigo de Normas
Federales.

[x] Licencia para presentacién en el exterior otorgada. Titulo
35, articulo 184 del Cbédigo de Estados Unidos; Titulo 37,
articulo 5.11 del Cédigo de Normas Federales, el (fecha) 2 de

octubre de 2003

[x] Titulo 37, Articule 5.15(a) del Cédigo de Normas Federales
[ ] Titulo 37, articulo 5.15(b) del Cédigo de Normas Federales
Nombre y domicilio de la Oficina receptora:

Casillero de PCT, Comisario de Patentes, Casilla de Correo
1450, Alexandria, Virginia 22313-1450

Fax N° 703-305-3230

Funcionario Autorizado: Catherine Williams. Tel: 703-305-3677

Formulario PCT/RO/105 (julio de 1992)
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TRATADO DE COOPERACION SOBRE PATENTES
BCT
ACUSE DE RECIBO DE COPIA DE BOSQUEDA

(PCT, Norma 25.1)

De: Autoridad de Biisqueda Internacional
Para: Richard S. Wesorick

Tarolli, Sundheim, Covell & Tummino LLP
526 Superior Avenue, Oficina 1111

Cleveland, OChio 44114

Fecha de remisién (dia/mes/afio): 7 de octubre de 2003
Referencia de archivo del Solicitante o agente: CCF-6288PCT
NOTIFICACION IMPORTANTE

Solicitud Internacional No: PCT/U803/26015

Fecha de presentacidén internacional (dia/mes/aflo): 21 de agosto
de 2003

Fecha de prioridad (dia/mes/afio): 22 de agosto de 2002

Solicitante: THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION

l. Cuando la Autoridad de Biusqueda Internacional y la Oficina
Receptora no sean la misma Oficina:
Por la presente se notifica al solicitante que la copia de

bisqueda de la solicitud internacional fue recibida por esta



Autoridad de Blsqueda Internacicnal en 1la fecha indicada
abajo.

Cuando la Autoridad de Bisqueda Internacional y la Oficina
receptora son la misma Oficina:

Por la presente se notifica al solicitante que la copia de
basqueda de }a solicitud internacional fue recibida en 1la
fecha indicada abajo:

7 de octubre de 2003 (fecha de recepcidn)

2. [ 1 La copia de blisqueda estaba acompafiada por un listado
de secuencias de nucledtidos y/o aminodcidos en forma legible

por computadora.

3. Plazo para la ratificacién del Informe de Bisqueda
Internacional:

Se informa al solicitante que el plazo para ratificar el
Informe de Biisqueda Internacional es de 3 meses a partir de la
fecha de recepciétn indicada mids arriba é 9 meses desde la

fecha de prioridad, el plazo que venza mas tarde.

4. Se ha remitido una copla de esta notificacién a la Oficina
Internacional y, cuando sea aplicable la primera parte del

parrafo 1, a la Oficina Receptora.
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Nombre y domicilio para correspondencia de la Autoridad de
Bisqueda Internacional:

Casilla de PCT, Comisario de Patentes. Casilla de Correo 1450,
Alexandria, Virginia 22313-1450

Fax N° 703-305-3230

Funcionario Autorizado: Catherine Williams. Teléfono N° 703-
305-3677

Formulario PCT/ISA/202 (julio 1998)
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TRATADO DE COOPERACION SOBRE PATENTES
PCT
NOTIFICACION SOBRE CIERTAS CORRECCIONES HECHAS EX OFFICIO

(Instrucciones Administrativas PCT, Articulo 327)

De: Oficina Receptora

Para: Richard S. Wesorick

Tarolli, Sundheim, Covell & Tummino LLP
526 Superior Avenue, Oficina 1111

Cleveland, Ohio 441114

Fecha de remisién: (dia/mes/afio): 7 de octubre de 2003
Referencia de archivo del solicitante o agente: CCF-62B8PCT
PLAZQ DE RESPUESTA VENCIDO: NINGUNO. Sin embargo, ver parrafo
3, mas abajo.

Solicitud Internacional No.: PCT/US03/26013

Fecha de presentacién internacional (dia/mes/afio): 21 de
agosto de 2003

Solicitante: THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION

1. Por la presente se notifica al solicitante que la Oficina
Receptora ha corregido defectos de forma en 1la solicitud
internacional, ex officio, segin se observa en la copia
adjunta de:

[X] el pedido, pagina No.: 3

{ 1 1la memoria descriptiva, pédg.No.:
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[ 1 las reivindicaciones, pagina No.:

[ ] las figuras, pagina No.:

[ 1] otro (especifique):

2. Si1 el solicitante aprueba estas correcciones, no se
requerirdn mis tramites al respecto.

3. En caso de desacuerdo con estas correcciones, el

solicitante deberd informar a la brevedad a esta Oficina

Receptora.

Nombre y domicilio de la Oficina receptora: Casillero PCT,
Comisario de Patentes. Casilla de Correo 1450, Alexandria,
Virginia 22313-1450. Fax N°® 703-305-3230

Funcionario autorizado: Catherine Williams. Tel. 703-305-3677

Formulario PCT/RO/146 (julio de 19852}



P4gina N° 3
Casillero N°V DESIGNACION DE ESTADOS
Marque los casilleros de verificacidn que correspondan a
continuacién; deberd marcar al menos uno.
Las sigquientes designaciones se efectian conforme a la Norma
4.9(a):
Patente Regional
[x] AP Patente ARIPO: GH Ghana, GM Gambia, KE Kenia, LS
Lesotho, MW Malawi, MZ Mozambique, SD Suddn, SL Sierra Leona,
S$Z Suazilandia, TZ Repidblica Unida de Tanzania, UG Uganda, 2ZM
Zambia, 2ZW Zimbabwe y cualquier otro Estado Firmante del
Protocolo de Harare y del PCT (si desea otro tipo de
proteccidn o tratemiento, especifiquelo en 1la linea de
puntos).......
[x)] EA Patente de Eurasia: AM Armenia, AZ Azerbaijan, BY
Bielorrusia, KG, Kyrgyzstan, KZ Kazakstan, MD Replblica de
Moldavia, RU Federacién Rusa, TJ Tajikistan, TM Turkmenistan y
todo otro Eatado Firmante de la Convencién de Patentes de
Eurasia y del PCT.
[x] EP Patente Europea: AT Austria, BE Bélgica, BG Bulgaria,
CH y LI Suiza y Liechtenstein, CY Chipre, CZ RepuUblica Checa,
DE Alemania, DK Dinamarca, EE Estonia, ES Espafia, FI
Finlandia, FR Francia, GB Reino Unido, GR Grecia, HU Hungria,
IE Irlanda, IT Italia, LU Luxemburgo, MC Ménaco, NL Paises

Bajos, PT Portugal, RO Rumania, SE Suecia, SI Eslovenia, SK
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Eslovaquia, TR Turquia y cualquier otro Estado Firmante de la
Convencién de Patentes Europeas y el PCT.

[x] OA Patente OAPI: BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Republica
Centroafricana, CG Congo, CI Costa de Marfil, CM Cameriun, GA
Gabén, GN Guinea, GQ Guinea Ecuatorial, GW Guinea-Bissau, ML
Mali, MR Mauritania, NE Niger, SN Senegal, TD Chad, TG Togo y
cualquier otro Estado miembro de la OAPI y Firmante del PCT (si

desea otro tipo de proteccidén o tratamiento, especifiquela en la lfinea de

puntos)........
Patente Nacional (si desea otro tipo de proteccidén o tratamlento,

especifiquela en la linea de puntos):

{X] AE Emiratos Arabes Unidos [x] LC Santa Lucia

(x] AG Antigua y Barbuda {x] LK Sri Lanka

[x] AL Albania [x] LR Liberia

[x] AM Armenia [x] LS Lesotho

[x] AT Austria (x] LT Lituania

[*] AU Australia [x] LU Luxemburgo

[x] AZ Azerbaijan [x] LV Letonia

{x] BA Bosnia y Herzegovina [x] MA Marruecos

[x] BB Barbados [x] MD Repiblica de Moldavia
[x] BG Bulgaria [x] MG Madagascar

{x] BR Brasil [x] MK Ex Rep. Yugoslava de

de Macedonia

[x] BY Bielorrusia [x]

Mongolia

[x] BZ Belize [x] MW Malawi



[x]
[x]
[x]
[x]
x]
[x]
[x]
[x]
[x]
[x]
[x]
[x]
[(x]
[x]
[x]
[x]
[x]
[x]
[x]
[x]
[x]
[x]
[x]
[x]
[x]

CH

CN

Co

CR

Cu

C2Z

DE

DK

DM

DZ

EC

EE

ES

FI

GB

GD

GE

GH

GM

HR

HU

ID

IL

IN

Canada

y LI Suiza y Liechtenstein

China

Colombia

Costa Rica

Cuba

Repiiblica Checa

Alemania
Dinamarca
Dominica
Argelia
Ecuador
Estonia
Espaiia

Finlandia

Reino Unido

Grenada
Georgia
Ghana
Gambia
Croacia
Hungria
Indonesia
Israel

India

17

[x]
[x]
(x]
[x]
[x]
{x]
[x]
[x]
[x]
[x]
[x]
[x]
[x]
[x]
(x]
[x]
[x]
[x]
[x]
[x]
[x]
[x]
[x]
[x]
(x]

MX

M2

NI

NO

N2

OM

PG

PH

PL

PT

RO

RU

SC

SD

SE

5G

SK

SL

SY

TJ

™

TN

TR

TT

TZ

Méijico

Mozambique
Nicaragua

Noruega

Nueva Zelanda
Oman

Paplia Nueva Guinea
Filipinas

Polonia

Portugal

Rumania
Federacién Rusa
Seychelles

Sudan

Suecia

Singapur
Eslovaquia

Sierra Leona
RepGblica Arabe Siria
Tajikistan
Turkmenistan
Tanez

Turquia

Trinidad y Tobago

Rep.Unida de Tanzania
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[x] IS Islandia [x] UA Ucranla

[x] JP Japdén [x] UG Uganda

[*] KE Kenia [x] US Estados Unidos

[x] KG Kyrgyzstan [x] UZ Uzbekistan

[x] KP Republica Democrética [x] VC San Vicente y los
del Pueble de Corea Grenadinos

[x] KR Republica de Corea [x] VN Vietnam

[x] KZ Kazakhstan [x] YU Serbia y Montenegro

[x] ZA Sudafrica

[x] ZM Zambia

[x] ZW Zimbabwe
Los casilleros de verificacién siquientes e sté&n reservados
para designar Estados que han firmado el PCT con posterioridad
a la emisién de esta pdgina:

{1 --—- [l ------- [ ------

Declaracién Precautoria sobre Designaciones: Ademis de las
designaciones efectuadas anteriormente, el solicitante también
eéfectia conforme a 1la Norma 4.9(b) todas 1las demas
designaciones que estan permitidas conforme al PCT salvo
cualquier designacién indicada en el Casillero Suplementario
como excluida del alcance de esta declaracién. El solicitante
declara que aquellas designaciones adicionales estén sujetas a
confirmacidén y que cualquier designacién que no se confirme

con anterioridad al vencimiento de los 15 meses desde la fecha
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de prioridad se considerard retirada por el solicitante al
vencimiento de ese plazo. (La confirmacidn (incluyendo 1los

aranceles) deberd llegar a la Oficina receptora dentro del

plazo de 15 meses.)

Formulario PCT/RO/101 (pdgina 2) (julio de 2003)

Véase las Notas al Formulario de Pedido
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RECEIVED

N PATENT COOPERATION TREATY

. From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY DEC 15 2003
m PC -
TAROLLI, SUNDHEIM
RICHARD S. WESORICK s
TAROLLI, SUNDHEIM, COVELL & TUMMINO L.L.P. COVELL & TUMMINO L[ p.

526 SUPERIOR AVENUE, SUITE 1111 NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
CLEVELAND, OH 44114 THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT
OR THE DECLARATION

(PCT Rule 44.1)

< F -me_ Date of Mailing

(M

FOR FURTHER ACTION Seeparagraphs | and 4 below

Inmternatiorn) applicaticm No. International ffling date
PCINIS03/26013 (day.

Applicant

THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION

21 Angust 2003 (21.08.2003)

1. DX Toe epplicant is bereby notified that the intaemasional search roport has bean astablisied and Ls tranamitted herowith.

Fliing of aneadesests snd statenesst moder Artide 19:
‘The spplissxt is extitiad, if he a0 wishe, to smend the clelms of the interoatioosl applisstion (o Rulo 46):

When? The time lmit for filing mch unendmants ls norvnally two months from the dete of ranxmitial of the
itaraationl soarch report.

Where? Dirsctly to the Internatioosl Buress of WIPO, M, chomin das Colombuttos
1211 Geswva 200, Swhzerland, Facuimlle No.: (41-22) 740.14.35

For more detafled insiruciions, sco the notas on the acoompanying sheet.

2. [T]  Thoappiisent is hersby notified thet o intermational svarch report will bo established and thet the declaration undes
Articls 17(2)(s) to thet effect s trmemittad herwedth,

3. [ 9tk repard to e protent aguions paysoses. of (sn) addisioeni fee(s) undar Rl 40.2, the sppliamt is notifed thar:
D the pretost together with the declsion theyeon lee bemn tmnemitted to the Inarmtional Bores logether with the
applicast’s request to forward the texts of both the protest and the decision therson to the dasigneted Offioss,

D 10 decinion bes been made yai on the protest; (he spplicent will be notlfisd s soon e & declsion is mades.

4. Reninders

Shoxtly after 18 months from the pricdity daie, the tornstlonal spplicstion will be published by the Intaynmtiooal Buresu. If the
spplicant wishes i0 svoid or pasipone publication, s ootios of withdrawal of the internatiom] spplicstion, or of the priority cleim, memt
reach the Internsional Parwau s provided In Bules 90 Mir.] oxi 50 Mr.3, respectively, belre (he conyplation of the technieal
Within 19 monily from the pricrity dete, but coly o mspect of some designated Offiess, 2 decnand for internstiopal pralimisery
exzminstion must be filad if the spplicant wishes 10 posrpons the agiry into the netionsl phese msiil 30 months from the prievity date
{in some Offices evan ister); otherwise the spoliceat oumt, within 20 months from the pricrity date, perform the presoribed acts for
ontry into the natioms] phaso bafiwre thos designated Officos.

In respect of other designastad Offices, the time Emit of 30 sonthe (or later) will spply oven If 00 deemd is flled within 19 months.

Sew tho Aonex to Form PCT/IB/301 and, for detalls shout the spplioable Lime limits, Offles by Office, soo the PCT Appiicant s Gulde,
Yolome II, Natlam| Cheptacs snd the WIPO Intorzet site.

Nama and umiling addrem of the 1SA7US 3 olfices-
Commimiooer flor Patewts D,

P.O. Bax 14%
i I13-1450
. Nﬂ“ﬁ‘; Telephons No. (%0) 308-1738
Form PCT/ISAS220 (Apil 2002) {Sew notex on accorpanying shesf)



PATENT COOPERATION TREATY

From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

To:

RICHARD 8. WESORICK

TARDLLI, SUNDHEIM, COVELL & TUMMINO L.L.P.
526 SUPERIOR AVENUE, SUITE 1111

CLEVELAND, OH 44114

PCT

NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
THE INTHRNATIONAL SEARCH RHPORT
OR THE DECLARATION

(PCT Ruls 44.1)

[ Da of Mailing

Applicant's or agent's file reference

THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION

CCF-6288PCT FOR FURTHER ACTION  See paragraphs 1 and 4 below
Inserpatiom] spplication No. Internatinoal filing date
PCTAUISQA/26013 (day/wonih/yeasr)

21 Angust 2008 (21.08.2003)
Applicant

Filing of snendmonts sad stutvanent under Articis 19:

intaratiosal ssayeh report.

Artials 17(2)(s) to thel affiect is tramsitied berowith.

4. Rexminders

prepurations for {adernstiooml publication.

eoiry into the oatianal phess before those dosignstad Offices.

Volume I, Nstiooal Chaptors and the WTPQ Intermet aite.

1. [X] T epphicent in bereby notified thet the intormsicoal soarch repoxt has boon estabfished and is tranemitiad herewith,

"The spplicant is entithed, if be 5o wishes, 1 wned tho dsims of the intermtlons] spplication {(see Ruls 46):
Whm? Tha tinw limit for filing such amsadnents is normally two xouthe from the dete of tresemittal of the

Where? Dirmstly to the Intarnational Burem: of WIPQO, 34, chemin dew Colombettes
1211 Geoeva 20, Switserland, Facaimile No.: (41-22) 740.14.35

For mare detalied besiructions, sco the oo on the scoompanying sheet.

2. []  Tho applicas is bereby notificd that o interostionmi scaroh report will be esblished end thet the dectarstion umier

8. [ v reperd to fhe protest agrios paymees of s} additicmal fixe(s) vasler Ralo 40.2, the applicant is nctified th:
[  thw prowss sgether with tho dosiaicn thersse bea bewa tranmmitisd o the Intorsationa) Buress together with the
applicant’s roquost to forward the texts of both the protast and the dealsion therson % the designated Offices.

[[] oo decision ns bom mado yet an the protest; the spplicent will b potified s soon as & decision is made.

Shortly after 18 mexiim from the pricdty date, the ktermetionsl spplicstion will be published by the Lsernational Buyem. If the
applicant wishes 10 svoid or postpone publinstion, a ootiow of withdrewal of the nserastions] spplicstion, ar of the priocicy clsim, mou
roach the [atarostionsl Borem ss provided in Ruoles 50 kir.l snd 90 M3, respectively, befbre the oomplstion of the techmies]

Within 19 moaths from (he pricrity dete, but culy in respont of some desipnted Offices, 8 demand for interoational prelimimry
ammiation mems be filed if the spplicant wishes 10 postpons the eniry into the netloge] phase wntfl 30 monthe from the priccity duis
(in sceue Officos even latar); ctharwisn the spplicent muat, within 30 msthe from the priority dats, porform the prescribed ests for

In peapect of other deasignated Offices, the time lmit of 30 yaenthy (or later) will spply oven 1f no demand is filed within 19 months.
Soo the Asex to Form PCT/TR/301 and, for dewils sbomt the applicable time limits, Office by Offic, seo the PCT Applicunt 's Gulds,

Nams and omiling sddress of the ISA/IS
Mail Stop FCT, Asn: BA/UR
Commissiesar ky Petents
P.O. Bax 1450
Alsxandria, Virginls 22313-1450

Facuirvils No. (703)303-5230

iz Robuch o

Telephone No. (703) 308-1135

Form PCT/ISAI0 (April 2000)

(Sew netex an accomparying sheet)
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PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Article 13 snd Rules 43 and 44)

Applicant’s or agent’ refarence mdr—muwmm
CCF-ﬂlﬂ!gl' e mm G-LIPCTMIIM- where applicshis, iwm 5
Internatinnal spplication No. Internarional fling dat (hylm!hanr) (Barliest) P Priority Date (day/morzth/year)
PCT/US03/26013 21 August 2003 (21.08.2003) 2 Aupust 2002 (22.08.2002) .

Applicamt
THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION

This intarnatienal search report has been prepared by this Internationat Searching Authority and is transmittad to the

applican? according 1o Article 18, A copy Is being transmitted to the International Buresn,

This international search report conaists of & total of 2 shoets.
nudnmndbynupyofﬁmmmandhmhm

i l-bnﬂhlgpn
a.  Whh regard to the lngumge, hmmlu&wmdmmhhdhwmmh
language in which it was flled, unless otherwise indicatad under this jtem.

D hmmmmimmhbudlmﬂhmmnnﬂﬁmbﬁl

Antiywity (Rule 23.1(b)).
With regard 1o any nucheotide snd/or aming acid sequence disclosed in the internarional application, the mtsrmariooal
search was carriad ont on the basls of the sequenco Listing:

contained in the international application in written form.

filed tgether with the International spplication in computer readable form.
firnished mibsequently to this Authority in writien form.

furnished subsequently to this Autharity in computer readable foem.

ummmnmmmmmmmpwmduummh
intarmational spplicatiog as fled has been farnished.

the staterment that the information recorded in computer readshble form is idmtical 10 the written sequence listing has
been farnished,

Certain clabng were fornd unsearchable (Sec Box I).

Unky of mveation Is lacking (See Box 1),
4. With fogard to the title,

the text is approved an mbmilrted by the spplicant.
tho tmxt has been ertabilshod by this Autherity W read as follows:

e

00O O EIEIEIDD 7

5. Withregard to the abstract,
the: 1ext is spproved s submiited by the spplicant.

the text has been established, according to Rule 38.2(b), by this Autharity as it appears in Box ITI. The spplicant
may, within one month from the dats of mailing of this international search report, submit comments to this

Authority.
6. The figare of the drawings io be published with the ahstract is Figure No. 1
as mggested by the applicant. D None of the figures

because the applicant failed o suggest a figure.
Form PCT/ISA7210 (first sheet) (Tuly 1998)




PCT/US03/26013
INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Continuation of B. FIELDS SEARCHED Item 3:
APS, DIALOG, MEDLINE, EMBASE, BIOSIS
Search termn:  SDE-1, stem oull, homing, nypocerdial, cardlomyopathy, infircied, vecior, mobllization

Farm PCT/ISA/210 (second sheet) (July 1998)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT
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Internationsl spplication No.
PCT/US03/26013

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
IPC(m
UscCL

REEOTEME 10 1T

ASIK 31770, 48/00, 45/00; ADIN §3/00; C12IN 15/63, S/00, /08
S514/44; 424/93.2, 91,21, 93.7, B3.1; 435/320.1, 455, 328, 32

Minlmun documentation searched (classification system fallowed by classification symbols)
U.3. : 514/04; £24/91.2, 93.21, 93.7, 85.1: 435/320.1, 458, 325, 72

Documentation searched other than minfmim documentation to the exzeot that mch doannents are included in the fields searched

Please Seo Comimuatinn Sheet

Electronic dats base conmlted diring the international search (name of daia base and, where practicable, ssarch terms used)

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

particularly pages 4 and 10-13,

Categary * Mdm.mmmm.dhmp—? Relevant to claim No.
X WO 99/45775 Al (ST. ELIZABETH'S MEDICAL CENTER) 16 Sepmsnber 1999 -3
{16.09.1999), sen the entire document, particulsrly pages 4-12 and page 15, lines 1-10.
X US 2002/0061587 A1 (ANVERSA) 23 Mxy 2002 (23.05.2002), see the antire dociment, 1-3

D Further documents are listed in the cantimaation of Box C.

D Sen patent family armax.

priceiey date ckalmed

- Spacial camgerian of chad facrnaun® o e incanen puhlhed st fhs Riuraations fiiing G o
dais el Bt b confliey with the spplicasion bt olind 1o dsenegd G
“A" decunes infiuing the grre] st of the et which b not comldered 1 e prinsipls or thawy mdniying the Ssvewtion
of pativaler relsvnce
x sontumnt of particoler relevaicn; the alakmed lnvertion cac b
“E”  exviler spplicmion ar pavey pubiished on or ity the Introetiens] Ming dus cxaalsersd novel or cxmot be consldered 10 byvolve an levessive ey
whea the dooune s tkea sl
"L" dommos which may drow dosbis on printey clalngs) or which s chied
matakhiih the publieation dats of smoter clsrion or other spocial remsen ( - st of particoler relevencs; the laimed lavenion cmact s
spacified) cxmeldared to nvalve sn ixveative sp whos the dncomers b
oanrbined whh ons or mers other sech dommasts, sech conbinmios
0" docmmen referving o m onl desloeye, me, sxkibhin o ather men being cirvlam 10 & peeacn akiBied in the ant
P docement pohllshed prior twthe svraicnsl fling duts bt Joter tham e " docament member of the sums putant fanlly

Date of the actial completion of the international search
04 November 2003 (04.11.200%)

Date of mailing of the Intermational search report

Neme snd mailing address of the [SA/US
Commlssioner for Pamsts
P.O. Bax 1450
Alcxandria, Virginia 17519-1430

Facsimile No. (703)303-3730

RTEE D Rebos

Telephoos No. (2a8) 308-1235

Form PCT/ISA210 (second sheet) (July 1998)
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NOTESTOFORM PCT/ISA/Z10

These Notes are intended 1o give the basic instructions concemning the filing of smendments under Article 19. The
Notes are based on the requirements of the Patent prerluon Treaty, the Regulations snd the Administrative
Instructions under that Treaty. In case of discrepancy betoeen aumddmelqulmmuﬂnhwm
applicable. For more detailed information, see also the PCT Appllnmuﬁm'dl a publication of WIPO.

In these Notes, “Anticle.” “Rule™ and “Section” refer w the provisions of the PCT, the PCT Regulstions and the PCT
Administrative [nstuctions, respectively.

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The applicant has, sfter having received the imemaliona] scarch report, one arpumlmty to amend the claims of the
ml:mlmul lication. It should however be emphasired that, since all pans o the internationat applmon {claimz,

drawings) may be amended during the intemnational pl'llll'llll‘lll'y examination procedure, there is unally
mnﬂdm lllelmmdmmuoﬂh: claims under Article 19 except where, e.§. hlppimtmlslhellnﬂ'm be published
for the purposes of provisional protection or has anather reason for amending the claims before interamional publicstion.
th:mm it should be emphasized thm: provisional protection is available in some States aaly.

What parts of the International application may be amended ?
Under Article 19, only the claims may be amended.

During the internalicnal phase, the claims may also be amended (or further amended) under Article 34 before
the International Prelimmary Examining Authority. The description and drawings may only be amended
under Atticle 34 before the International Preliminary Examining Authority.

U inio the national phase, all of the intmational application may be amended under Article 28
amylpplmbh Article 41. ps w

When ? Wiﬂﬁnlmﬁlﬁuﬁehnofmmldhmﬂmrdumnulinﬂ-hnﬁem
dne.whdmumhmuwu It should be noted, however, that the smendments will be considered
bmmaﬁmm:fhymmvdbyhlnwmlhhmmdh

imeroational publicstion

l|I|I| time limit but before the completion of the technical preparations for
{Ruluﬁ.l)-
Where ot to flie the smeadments ?

The smendments may only be filed with the Internxtional Buresu and not with the receiving Office or the
International Searching Authority (Rule 46.2).

Where a demand for intermatioma] preliminary cxamination has been/is filed, see below.

Hew?  Either by cancelling one or move entire claims, by adding ooe or more new cluims or by amending the text of
one or more of the chaims as filed

A replaccment sheet must be submitted for each sheet of the claims which, on sccount of an amendment oc
amendments, differs from the sheet originally filed

All the claims appeaing on a replacement sheet must be rumbered in Arsbic numerals. Where a claim is
umdld.mmnhugofhuhudnmulqum In all cases where claims me rerumbered, they mmt
be remumbered consecutvely (Admimistrative Instructioms, Section 205(b)).

The amendments must be made in the language In which the internstional application Is to be poblished.

What decuments must/may sccompany the amendments ?
Letter (Bection 205(b)):
The amendmenis roust be submitied !rilh ] lau

The letter will not be published with the lication and the smended claime. It should not be
mmuwmmmmm 'Eln.m"swuummln
Thbnr-thhlqlirmu&eﬂdu the spplicant. However, If the lsnguage of the

Is English, the letter must be in English; H the language of the internstions)
qplnlhh the letter must be lo Freach.

Notes to Form PCT/ISA/220 (first sheet) (July 1998; reprint April 2002)
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NOTES TO FORM PCT/ISA/220 (contimued)

The letter must indicate the differences between the claims as filed and the chims as amcoded. 1t must, in
particulsr, mdm.mmmmwﬂlachdum :nd:mmmllpplmm(lthmw
that identical mdications concening several claims

() the claim is unchanged;
(i} the claim is cancelled;
(i} the claim is new;
(iv) the claim replaces one or more claims ag filed;
(v) the cisim is the result of the division of & claim as filed.

.I?t“ l‘olhwlng exampies illnstrate the manner In which amendments most be explained In the accompanying
ter:

. [Where originally there were 48 claims and after amendment of some claims there are 51):
“Claima 1 to 29, 31, 32, 34, 35, 37 t0 48 replaced by amended claims bearing the same numbers;
claima 30, 33 and 36 unchanged: new claims 49 w 51 added "

1 [Where originally there were 15 claims and after amendment of all claims there are 11):
“Claims ] to 15 replaced by amended claims | to 11.7

3. [Where ariginally there were 14 claims and the amendments comsist in cancelling some claims and in
adding new claims):

“Claima | t0 6 and 14 unchanged: claims 710 13 cancelled; new claims 15, 16 and 17 added ™ or
“Claims 7 to 13 eancelled: new cinima 15, 16 and 17 added; alloﬂu:llmmdungd.

4. [Where various kinds of amendments are made];
“Claims 1-10 unchanged; claims 11 1o [3. 18 and 19 cancelled; claims 14, 15 and 16 I-:dbylmmded
claim 14; claim 17 subdivided inro amended claims 15, 16 and 17; new claims 20 and

“Statomeni ander Article 19(1)" (Rale 46.4)

The amendments may be accompanied by a sttement exphuining the amendments and indicating impact
ﬂlnu?:’(lll)l;ndlmmllhthneon dmmnzmm'm(whﬂmbnnaﬂmk
The statement will be published with the international application snd the smended claims.

It wast be in the language in whick the interuatisnal application is to be published.

It omust be brief, not exceeding 500 words if in English or if tranalated into English

kt should oot be confused with and does not replace the loter indicating the differences between the claims

filed end as smended. It be fled separite shest snd be identified a2 mch heading,
;muw"uumm"?s'm:;mm)- e “ by

ltmqmmmmdmmmmumhmmmmﬂmﬂ:mwhr&muofm
contained in that report. References to citations, relevant to a given claim, contyined in the intemationa) search
repont may be made guly in connection with sn amendment of tha: claim.

Coasequence if a demand for Internstionsl preliminary examinstion kas alveady been fied

lfltﬂ::hﬂl:ﬁfﬁln;myunﬂﬁuﬂnd accompanying statement, under Article 19, a demand for
international MMMMHmumImmMnhm=of
?ﬂuﬁmﬁm(ﬂwﬂﬁhl%?ﬂnﬁ
llnlhumofmhm:fuﬁnm hmmmmy(umsmﬁmﬂﬂz ﬁm
sentence). For further information, see the Notes to the dermand form (PCT/IPEAMDL).

Censequance with regard to transistien of the lnternstionsl applieation for entry lnto the nations] phase

The applicant's sttention is drawn to the fact that, upon entry into the national phase, a translation of the
Muwwﬂmmﬂyhﬂmhﬁmmumhwmw«w
in addition to, the translation of the claims a3 filed

5whd;fuhnhmmdumhmmm0ﬁnmhmw:&&

Notes to Form PCT/ISA/220 (second cheet) (July 1998; reprim April 2002)
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TRATADO DE COOPERACION EN MATERIAL DE PATENTES
PCT
NOTIFICACION DE TRANSMISION DE INFORME BUSQUEDA INTERNACIONAL
O DECLARACION

{({PCT, Norma 44.1)

De la: AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
Para: Richard S. Wesorick

Tarolli, Sundheim, Covell & Tummino LLP
526 Superior Avenue, Oficina 1111

Cleveland, Ohio 44114

Fecha de envio: --

Referencia de archivo del Sclicitante o Agente: CCF-6288PCT
PARA OTROS TRAMITES: ver pérrafos 1 y 4, mas abajo

Solicitud Internacional No. PCT/US03/26013

Fecha de Presentacién internacional (dia, mes, afio): 21 de agosto
de 2003 (21-08-2003)

Solicitante: THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION

l. [x] Por la presente se notifica al solicitante que el
informe de blisqueda internacional se ha establecido vy
transmitido con la presente:

Presentacién de modificaciones y alegato conforme a la

ClAusula 19.



T

El solicitante tiene derecho, si lo desea, de modificar las
reivindicaciones de la solicitud internacional (véase la Norma
46):

(Cuédndo? El1 plazo para presentar dichas modificaciones es
normalmente de 2 meses desde la fecha de transmisién del
Informe de Bisqueda Internacional; sin embargo, para obtener

mis detalles, véanse las notas en la pagina adjunta.

:Dénde? Directamente a la Oficina Internacional de la WIPO,
34, chemin de Colombettes, 1211 Ginebra 20, Suiza, Fax: (41-

22)740.14.35

Para obtener instrucciones més detalladas, véanse las notas en

la pagina adjunta.

2. [] Por la presente se notifica al solicitante que no se
establecerd informe de busqueda internacional y ‘que la
declaracidén conforme al Articulo 17(2)(a) a tal efecto se

transmite con la presente.

3. [] Con respecto la protesta contra el pago de (un)
arancel (es) adicionales conforme a la Norma 40.2, se notifica
al solicitante que:

[] la protesta asi como la resolucién sobre ella ha sido

transmitida a la Oficina Internacional junto con el pedido del
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solicitante de remitir los textos de la protesta y de la
resolucién sobre ella a las Oficinas designadas.
[] ain no ha habido resolucidén sobre 1la protesta; el

solicitante serd notificado en cuanto haya una resolucién.

4. Recordatorios:

Poco después de los 18 meses desde la fecha de prioridad, la
Oficina Internacional publicard la solicitud internacional. Si
el solicitante desea impedir o postergar la publicacién, un
escrito de retiro de la solicitud internacional, o de 1la
reivindicacién de prioridad, deberian ser presentados ante la
Oficina Internacional seguin lo previsto en las Normas 90bis.l
y 90bis.3, respectivamente, antes de la finalizacién de los

preparativos técnicos para la publicacién internacional.

Dentro de los 19 meses desde la fecha de priocridad, debera
presentarse un pedido de examen preliminar internacional si el
solicitante desea postergar el ingreso en la fase nacional
hasta los 30 meses desde la fecha de prioridad (en algunas
Oficinas mis); de lo contrario el solicitante deber&d, dentro
de los 20 meses, realizar los tramites previstos para el

ihgreso en la fase nacicnal ante aquellas Oficinas designadas.



4 o A

Con respecto a las demds Oficinas designadas, el plazo de 30
meses (o con posterioridad) serd aplicable alin cuando no se

presente ningin pedido dentro de los 19 meses.

Véase el BAnexo al Formulario PCT/IB/301 y, para detalles
acerca de los plazos aplicables, Oficina por Oficina, véase la
Guia del Solicitante de PCT, Volumen II, Sedes Nacionales y el

sitio de Internet de la WIPO.

Nombre y domicilio para correspondencia de la Autoridad de
Blisqueda Internacional

Casillero de PCT, Atencién: ISA/US, Comisario de Patentes,
Casilla de Correo 1450, Alexandria, Virginia 22313-1450

Fax: (703) 305-3230

Funcionario Autorizado: [firma] Quang Nguyen, Doctor en

Filosofia. Teléfono N°® {703) 308-1235

Formulario PCT/ISA/220 (abril de 2002)

Véanse las notas en la pagina adjunta)
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TRATADO DE COOPERACION EN MATERIAL DE PATENTES
PCT
NOTIFICACION DE TRANSMISION DE INFORME BUSQUEDA INTERNACIONAL
O DECLARACION

(PCT, Norma 44.1)

De la: AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
Para: Richard S. Wesorick

Tarolli, Sundheim, Covell & Tummino LLP
526 Superior Avenue, Oficina 1111

Cleveland, Ohio 44114

Fecha de envio: 12 de diciembre de e2003

Referencia de archivo del Solicitante o Agente: CCF-628BPCT
PARA OTROS TRAMITES: ver pArrafos 1 y 4, mas abajo

Solicitud Internacional No. PCT/US03/26013

Fecha de Presentacién internaclonal (dia, mes, afo): 21 de agosto
de 2003 (21-08-2003)

Solicitante: THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION

1. [x] Por la presente se notifica al solicitante que el
informe de biusqueda internacional se ha establecido vy
transmitido con la presente:

Presentacién de modificaciones y alegato conforme a la

ClAusula 19.
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El solicitante tiene derecho, si lo desea, de modificar las
reivindicaciones de la solicitud internacional (véase la Norma
46):

¢Cuando? El1 plazo para presentar dichas modificaciones es
normalmente de 2 meses desde la fecha de transmisién del
Informe de Bisqueda Internacional; sin embargo, para obtener

mas detalles, véanse las notas en la pagina adjunta.

cDénde? Directamente a la Oficina Internacional de la WIPO,
34, chemin de Colombettes, 1211 Ginebra 20, Suiza, Fax: (41-

22)740.14.35

Para obtener instrucciones mé&s detalladas, véanse las notas en

la pagina adjunta.

2. [] Por la presente se notifica al solicitante que no se
establecerd informe de blGsqueda internacional y que 1la
declaracién conforme al Articulo 17(2)(a) a tal efecto se

transmite con la presente.

3. [)] Con respectoc la protesta contra el pago de (un)
arancel (es) adicionales conforme a la Norma 40.2, se notifica
al solicitante que:

[ la protesta asi como la resolucién sobre ella ha sido

transmitida a la Oficina Internacional junto con el pedido del
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solicitante de remitir los textos de la protesta y de la
resolucién sobre ella a las Oficinas designadas.
[l adn no ha habido resolucién scbre 1la protesta; el

solicitante serid notificado en cuanto haya una resolucién.

4. Recordatorios:

Poco después de los 18 meses desde la fecha de prioridad, la
Oficina Internacional publicarid la solicitud internacional. Si
el solicitante desea impedir o postergar la publicacidn, un
escrito de retiro de la solicitud internacional, o de 1la
reivindicacién de prioridad, deberan ser presentados ante la
Oficina Internacional seqgin lo previsto en las Normas 90bis.1l
y 90bis.3, respectivamente, antes de la finalizacién de los

preparativos técnicos para la publicacién internacional.

Dentro de los 19 meses desde la fecha de prioridad, deberd
presentarse un pedido de examen preliminar internacional si el
solicitante desea postergar el ingreso en la fase nacional
hasta los 30 meses desde la fecha de prioridad (en algunas
Oficinas mas); de lo contrario el solicitante deberd, dentro
de los 20 meses, realizar los tramites previstos para el

ingreso en la fase nacional ante aquellas Oficinas designadas.
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Con respecto a las demas Oficinas designadas, el plazo de 30
meses (o0 con posterioridad) serd aplicable aun cuando no se

presente ningin pedido dentro de los 19 meses.

Véase el BAnexo al Formulario PCT/IB/301 y, para detalles
acerca de los plazos aplicables, Oficina por Oficina, véase la
Guia del Solicitante de bCT, Volumen II, Sedes Nacionales y el

sitio de Internet de la WIPO.

Nombre y domicilio para correspondencia de la Autoridad de
Bisqueda Internaciocnal

Casillero de PCT, Atencién: ISA/US, Comisario de Patentes,
Casilla de Correo 1450, Alexandria, Virginia 22313-1450

Fax: (703) 305-3230

Funcionario Autorizado: [firma] Quang Nguyen, Doctqr en

Filosofia. Teléfono N° (703) 308-1235

Formulario PCT/ISA/220 (abril de 2002)

Véanse las notas en la pagina adjunta)



TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES
PCT
INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(Clidusula 18 y Normas 43 y 44 del PCT)

Referencia de Archivo del Solicitante o agente: CCF-6288PCT
PARA REALTZAR OTROS TRAMITES: Véase Notificacién de
Transmisién de Informe de Busqueda Internacional (Formulario
PCT/ISA/220) y, si fuere aplicable, del punto 5 mis abajo.
Solicitud Internacional No: PCT/US03/26013

Fecha de Presentacién Internacional (dia/mes/aflo}: 21 de
agosto de 2003 (21-08-2003)

Fecha de Prioridad (M&s antigua) (dia/mes/aflo): 22 de agosto
de 2002 (22-08-2002)

Solicitante: THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION

Este informe de bilisqueda internacional ha sido preparado por
esta Autoridad de Blsqueda Internacional y es transmitido al
solicitante conforme al Articulo 18. Se transmite una copia

del mismo a la Oficina Internacional.

Este informe de busqueda internacional consta de 3 paginas.
[x] Estd acompafiado asimismo de una copia de cada documento de

arte previo citado en el informe
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1. Fundamento de Informe

a. Con respecto al idioma, la bisqueda internacional se llevd
a cabo basada en la solicitud internacional en el idioma en
que ésta se presentd, a menos que en este punto se indique lo
contrario.

[ 1] la bisqueda internacional se llevé a cabo basada en una
traduccién de 1la solicitud internacional provista a esta
Autoridad {(Norma 23.1(b}}.

b. Con respecto a cualquier secuencia de nucleétidos y/o
aminodcidos revelada en la sclicitud internacional, 1la
blisqueda internacional se llevdé a cabo basada en el listado de
secuencias:

[ 1 contenido en la solicitud internacional en forma escrita

[ 1 presentado junto con la solicitud internacional en forma
legible por computadora

[ ] presentado con posterioridad ante esta Autoridad en forma
escrita

[ ] presentado con posterioridad ante esta Autoridad en forma
legible por computadora

[ 1] se ha presentado una declaracién jurada de que el listado
de secuencias presentado con posterioridad no va mas alléd de
la invencién de la solicitud internacional presentada

[ 1] se ha presentado una declaracién Jjurada de que 1la
informacién grabada en forma legible por computadora es

idéntica al listado de secuencias escrito
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2. [] Ciertas reivindicaciones se consideraron no buscables
(Véase Casillero I)

3. [] Falta Unidad de Invencién (Véase Casillero II).

4. Con respecto al titulo:

[x] el texto se aprueba tal como lo presentd el

solicitante

[1] el texto ha sido establecido por esta Autoridad como

sigue:

5. Con respecto al resumen:

[x] el texto es aprobado como lo presenté el solicitante

[(x] el texto ha sido establecido, conforme a la Norma
38.2(b), por esta Autoridad como aparece en el Casillero
ITI. El1 Solicitante puede, dentro de un mes desde la
fecha de remisién de <esate informe de Dbasqueda

internacional, presentar comentarios ante esta Autoridad.

6. La Lamina de dibujos que se publicard con el resumen es:
Figura No. _1 .
[x] tal como lo sugirié el Selicitante
[ ] debido a que el Solicitante no sugirié una Figura.
{] debido a que ésta es la figura que mejor caracteriza a
la invencién
[] Ninguna de las Figuras

Formulario PCT/ISA/210 (pdgina 1) (julio de 1998)
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INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional N° PCT/US03/26013

Continuacién de B. CAMPOS DE BUSQUEDA Punto 3:
APS, DIALOG, MEDLINE, EMBASE, BIOSIS

Términos buscados: SDF-1, célula madre,

- 270%

alojamiento,

miocardio, cardiomiopatia, infartado, vector, movilizacién
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INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No. PCT/US03/26013

A. Clasificacidén de la Materia:

IPC(7) A61K 31/70, 48/00, 45/00; AOIN 63/00; C12N 15/63, 5/00,
5/08

CLASE INTERNACIONAL: 514/44; 424/93.2, 93.21, 93.7, 85.1;
435/320.1, 455, 325, 372

De acuerdo con la Clasificacién Internacional de Patentes

(IPC) o con la clasificaciédn nacional e IPC.

B. Campos de Blisqueda:

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacidén seguido
por simbolos de clasificacién)

Estados Unidos: 514/44; 424/93.2, 93.21, 93.7, 85.1;

435/320.1, 455, 325, 372

Documentacién buscada ademids de la documentaciédn minima en la
medida en que tales documentos estan incluidos en los campos
de busqueda:

Base de datos electrdénica consultada durante la busqueda
internacional (nombre de la base de datos y, si es posible,

términos de biisqueda usados):
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C. Documentos Considerados Relevantes

Categoria* |Cita de documento, indicando, |Relevante para la

si corresponde, los pasajes|reivindicacién N°

relevantes
X WO 99/45775 Al (ST. ELIZABETH’S|1-23
MEDICAIL CENTER) 16 de

septiembre de 1999 (16-09-
1999), véase el documento
completo, particularmente las
padginas 4-12 y la pégina 15,
lineas 1-10

X US 2002/0061587 Al (ANVERSA) 1-23
25 de mayo de 2002 (23-05-
2002), véase el documento
completo, particularmente las

paginas 4 y 10-13

[l Se mencionan otros documentos en la continuacién del
Casillero C.

[] Véase el anexo de familia de patentes

* Categorias especiales de documentos citados:

“A”: documento que define el estado general del arte que no se
considera de particular relevancia

“E”: documento anterior pero publicado en la fecha de

presentacién internacional o con posterioridad a ella.
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“L”: documento que puede arrojar dudas sobre la reivindicacién
de prioridad o que se cita para establecer la fecha de
publicacién de otra «cita o por otra razén especial
(especificada).

“0”: documento que refiere a una revelacién oral, uso,
exhibicién u otro medio.

“P”: documento publicade antes de la fecha de presentacién
internacional pero con posterioridad a la fecha de prioridad
reivindicada.

“T”: documento posterior publicado con posterioridad a 1la
fecha de presentacién internacional o a la fecha de prioridad
y que no estd en conflicto con la solicitud pero citado para
comprender un principio o teoria que sustenta la invencién.
“X*": documento de particular relevancia: la invencién
reivindicada no puede considerarse nueva o no puede
considerarse que implica un paso inventivo cuando el documento
se toma solo.

ny”: documento de particular relevancia: la invencién
reivindicada no puede considerarse que implica un paso
inventivo cuando el documentc se combina con otro u otros
documentos, siendo dicha combinacién obvia para un experto en
el arte.

“&”: documento miembro de la misma familia de patentes.

Fecha de la finalizacién efectiva de la bisqueda

internacional: 4 de noviembre de 2003 (11-04-2003)
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Fecha de envio del informe de blisqueda internacional: 12 de
diciembre de 2003

Nombre y domicilio para correspondencia de la ISA/US:

Casillero de PCT, Atencidén: 1ISA/US. Comisario de Patentes,
Casilla de Correo 1450, Alexandria, Virginia 22313-1450

Fax N° (703)305-3230

Funcionario autorizado: Quang Nguyen, Doctor en Filosofia
Teléfono N° (703) 308-1235

Formulario PCT/ISA/210 (pagina dos) (julio de 1998)
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NOTAS AL FORMULARIO PCT/ISA/220
Estas Notas estan destinadas a dar las instrucciones Dbésicas
para la presentacién de enmiendas conforme a la Clausula 18.
Las Notas estdn basadas en los requisitos del Tratado de
Cooperacidn sobre Patentes, las Reglamentaciones e
Instrucciones Administrativas conforme a ese Tratado. En caso
de discrepancia entre estas Notas y aquellos requisitos, se
aplicaran los 1dltimos. Para obtener informacién més precisa,
vea la Guia del Solicitante de PCT, una publicacién de la

WIPO.

En estas Notas, “Clausula”, “Norma”, y “Articulo” se refieren
a las disposiciones del PCT, las Reglamentaciones del PCT y

las Instrucciones Administrativas, respectivamente,

INSTRUCCIONES CONCERNIENTES A ENMIENDAS CONFORME A LA CLAUSULA

19

El solicitante tiene, con posterioridad a la recepcién del
informe de bisqueda internacional, una oportunidad de enmendar
las reivindicaciones de 1la solicitud internacional. Sin
embargo, se debe enfatizar que, dado que todas las partes de
la solicitud internacional {reivindicaciones, memoria
descriptiva y dibujos), pueden ser enmendados durante el

procedimiento de examen preliminar internacional,
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habitualmente no hay necesidad de presentar enmiendas a las
reivindicaciones conforme a la Cl&usula 19 salvo cuando, por
ejemplo, el solicitante desea que estas (Gltimas se publiquen
para los propésitos de protecéién provisional o tiene otra
razén para enmendar las reivindicaciones con anterioridad a la
publicacién internacional. Asimismo, debe enfatizarse que la
proteccién provisional esta disponible solamente en algunos

Estados.

iQué partes da la solicitud internacional pueden enmendarse?
Conforme a la Clausula 19, se pueden enmendar solamente las

reivindicacicnes.

Durante la fase internacional, las reivindicaciones también
pueden enmendarse (o enmendarse nuevamente) conforme a 1la
Clausula 34 ante 1la Autoridad del Examen Preliminar
Internacional. La memoria descriptiva y 1los dibujos podran
enmendarse solamente conforme a la Cléusula 34 ante la

Autoridad del Examen preliminar Internacional.

Al ingresar en 1la fase nacional, todas las partes de la
solicitud internacional podrdn enmendarse conforme a la

ClAusula 28 o, cuando corresponda, la Clausula 41.



19 - 277’9{

éCuéndo?

Dentro de los 2 meses desde la fecha de envio del informe de
bGsqueda internacional o de los 16 meses desde la fecha de
prioridad, el plazo que venza mis tarde. Debe hacerse notar,
sin embargo, que las enmiendas se consideraran como recibidas
en fecha si son recibidas por la Oficina Internacional con
posterioridad a la fecha de vencimiento del plazo aplicable
pero con anterioridad a las preparaciones técnicas para la

publicacién internacional (Norma 46.1)

iDénde no deben presentarse enmiendas?

Las enmiendas pueden presentarse solamente ante la Oficina
Internacional y no ante la Oficina receptora o la Autoridad de
Buisqueda Internacional (Norma 46.2)

Cuando se presente / se haya presentado un pedido de examen

preliminar internacional, ver abajo.

:Cémo?
Cancelando una o mids reivindicaciones completas, agregando una
0o mids reivindicaciones o enmendando el texto de una o mas de

las reivindicaciones presentadas.

Debera presentarse una pagina de reemplazo para cada pagina de
las reivindicaciones que, debido a una enmienda o enmiendas,

difiera de la pagina presentada originalmente.
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Todas las reivindicaciones que aparecen en la pdagina de
reemplazo deberdn estar numeradas en numeros arabigos. Cuando
se cancele una reivindicacién, no se requiere que se numeren
nuevamente las demis reivindicaciones. En todes los casos en
que sSe numeren nuevamente reivindicaciones, é&stas deberdn ser
numeradas nuevamente en forma consecutiva (Instrucciones
Administrativas, Articulo 205(b))

Las enmiendas deberan realizarse en el idioma en el cual se

debe publicar la solicitud internacional.

¢Qué documentos deben/pueden adjuntarse a las enmiendas?
Carta (Articulo 205(b)):

Las enmiendas deberan presentarse con una carta.

La carta no seréd publicada con la solicitud internacional y
las reivindicaciones enmendadas. No deberid confundirse con 1la
“Declaracién conforme a la Clausula 19(1)” (ver abajo, en

“Declaracién conforme a la Clausula 19(1)*).

La carta deaberi estar en inglés o francés, a elacciédn del
solicitante. 8in embargo, s8i el idioma de la solicitud
internacicnal es el inglés, la carta deberié estar en inglés;
sl el idioma de la solicitud intermacional es el francés, la

carta deberéd estar en francés.
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La carta deberd indicar las diferencias entre las
reivindicaciones presentadas Y las reivindicaciones
enmendadas. Deberd, en particular, indicar, en relacién con
cada reivindicacié4n gue aparece en la sclicitud internaciocnal
(entendiéndose que 1las indicaciones idénticas referidas a
varias reivindicaciones pueden agruparse), si

(1) la reivindicacién no cambia;

(ii) la reivindicaciédn se cancela;

(iii) la reivindicacién es nueva;

{(iv) la reivindicacién reemplaza a una o mas reivindicaciones
presentadas;

(v) la reivindicacién es el resultado de la divisién de una

reivindicacién presentada

Los siguientes ejemplos dilustran la forma en gue deban

explicarse las ermiendas en la carta gque se acomparia:

1. [Cuando originalmente habia 48 reivindicaciones y después
de la enmienda de algunas reiviindicaciones hay 51]:

“Las reivindicaciones 1 a 29, 31, 32, 34, 35, 37 a 48
reemplazadas por las reivinidicaciones enmendadas que llevan
los mismos nGmeros; las reivindicaciones 30, 33 y 36 quedan

sin cambios; se agregan las nuevas reivindicaciones 49 a 51”.
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2. [Cuando originalmente habia 15 reivindicaciones y después
de la enmienda de todas las reivindicaciones hay 11]:
“Las reivindicaciones 1 a 11 reemplazadas por las

reivindicaciones enmendadas 1 a 11”.

3. [Cuando originalmente habia 14 reivindicaciones y 1las
enmiendas consisten en cancelar algunas reivindicaciones vy
agregar nuevas reivindicaciones]:

“Las reivindicaciones 1 a 6 y 14 gquedan sin cambios; las
reivindicaciones 7 a 13 se cancelan; se agregan nuevas
reivindicaciones 15, 16 y 17” o

“Las reivindicaciones 7 a 13 se cancelan; se agregan nuevas
reivindicaciones 15, 16 y 17; todas las demas reivindicaciones

quedan sin cambios”.

4, [Cuando se realizan diversos tipos de enmiendas]:

“Las reivindicaciones 1-10 quedan sin cambios; se cancelan las
reivindicaciones 11 a 13, 18 y 19; las reivindicaicones 14, 15
y 16 son reemplazadas por la reivindicacién 14; 1la
reivindicacién 17 se subdivide en las reivindicaciones
enmendadas 15, 16 y 17; se agregan nuevas reivindicaciones 20

y 21”.



23 - 281 ﬂ’{

“"Declaracién conforme a la Cléusula 19(1)” (Norma 46.4)

Las enmiendas pueden estar acompafiadas por una declaracién
donde se explican las enmiendas y se indica cualquier impacto
que tales enmiendas podrian tener en la memoria descriptiva y
los dibujos (que no pueden ser enmendados conforme a la
Clausula 19(1)).

La declaracién se publicard con la solicitud internacional y
las reivindicaciones enmendadas.

Deberd estar en el idioma en el cual se ha de publicar la
solicitud internacional.

Deberd ser breve, no excediendo las 500 palabras si estd en
inglés o se traduce al inglés.

No debera confundirse con y no reemplaza a la carta donde se
indican las diferencias entre las reivindicaciones presentadas
y las enmendadas. Deberd ser presentada en hoja aparte y
deberd ser identificada comc tal con un encabezamiento,
preferentemente usando las palabras “Declaracién conforme a la
Clausula 19(1)”~.

No podrad contener ningdn comentario que desacrediten el
informe de blGsqueda internacional o la relevancia de las citas
contenidas en ese informe. La referencia a citas, relevantes
para una reivindicacién, contenidas en el informe de bisqueda
internacional pueden efectuarse solamente en relacién con una

enmienda de esa reivindicacién.
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Consacusncia si ya se ha presentado un pedido de examen
preliminar internacional

Si, a la fecha de presentar enmiendas y declaraciones
adjuntas, conforme a la Cléusula 19, ya se ha presentado un
pedido de examen preliminar internacional, el solicitante
deberid preferentemente, en el momento de la presentacién de
las enmiendas (y toda declaracién) ante la Oficina
Internacional, presentar también ante la Autori&ad del Examen
Preliminar Internacional una copia de esas enmiendas (y de las
declaraciones adjuntas) y, cuando se requiera, una traduccién
de esas declaraciones para el procedimiento ante esa Autoridad
(ver las Normas 55.3(a) y 62.2, inciso primero). Para mas
informacién, ver las Notas al formulario de pedido

(PCT/IPEA/401).

Consecuencia con rxespecto a la traduccién de la solicitud
internacional para el ingreso en la fase nacional

Se llama la atencidén del solicitante sobre el hecho de que,
al ingresar en la fase nacional, puede tener que presentar una
traduccién de las reivindicaciones enmendadas conforme a la
Clausula 19 ante las Oficinas designadas/elegidas, en 1lugar
de, o ademds de, la traduccién de las reivindicaciones

presentadas.
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Para obtener m&s detalles sobre los requisitos de cada Oficina
designada/elegida, ver Volumen II de la Guia del Solicitante

de PCT.
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Atiomey Docket No. | ~~p 69RRPCT

L__ Certification under 37 CFR 1.10 (if agplicabie)
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REQUEST
The undersi uests that the present
inmnﬁmmmbem .. . o
according to the Cooperation Treaty, Nmofmwmgoﬁend“rcrlnumd Application”
Applicant's or agent’s file raftrence
Box No. I TITLE OF INVENTION

REGENERATION IN ISCHEMIC CARDIOMYOPATHY

STROMAL CELL-DERIVED FACTOR-1 MEDIATES STEM CELL HOMING AND TISSUE

26091 Shakcr Boulevard
Shaker Heights, Chio 44122
United States of America

BoxNo.II  APPLICANT [] his person is alsa ioventor
e e e Tl S ey T Yo
Bax e e applicant’s Sucxe (that (s, comtry) af mmvuﬁmam baiow; |216-621-2234
THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION Paczimile No.
9500 Buclid Avenue 216-621-4072
Cleveland, OH 44195 Telcprinter No.
United States of America
Applicant’s registration No. with the Office
Staic (hat Is, cowny) of oationality: State (that is, cownry) of residence:
US uUs
'gulhgumulpplm Enllddgﬂd Dh%d‘w Dhﬂnildsm D guumdntdng
Box No.II FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)
et L e i e | T e
Baxinthe ':.Tsu-nh: ix, country) of residencs -huqr mun-um below,) D spplicmt only

D applicant md inventor
@ inventor oaly (If teir check-bax
nnwhdbmﬁllhhbw,)

Applicnt’s regixmation No. with the Office

State (that i, cowntry) of nationality:

Sinte (that ir, country) of residence:

Br vl parposrit [ St [ o e e e o A nly, || the Seppn s
E Further spplicants and/or (further) invemon sre indicated on & contimustion sheet.
Box No.IV  AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE
identified below Is hereby/has been q:pumu hulnlf commo:
ofﬂnlpphum(s)h:fouﬂ:mpmlnmw horiies 82 [X] agem Teprescniative
Name and address: mﬁﬂmnd’ Bygiven name; ﬁn legalendty, full official dasignarion. | Telephone No,
e aireas runt iches posal cods el s o G 216-621-2234
WESORICK., Richard S. —
Tarolli, Sundheim, Covell & Tummino L.L.P. Facsimile No.
526 Superior Avenue, Suite 1111 216-621-4072
Cleveland, Ohio 44114 Teleprinter No.
United States of America
Agent's registation No. with the Office
40,871
Address fo dence: Mark this where inhas been appointed
D mrn:lmri:o“r:’pl -%an#dwﬁmmwhm Inu:t. end the

Form PCT/RO/101 (flrst sheet) (March 2001; reprint July 2003)

Set Naters to the request form




Sheet No. .. 2... - 286

Cllrlﬂlllihl of Box No. Il F—Ul'l'm APTLICANT(8) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)
A none of the following sub-baxex is wred, thix sheet should mot be inchudsd in the request.

Name and address: : / i :
el e e i e

Boois the ‘s State (that is. cowniry) of residence mhd‘nﬂi&lhlﬂmﬂhﬁﬂ D applicant only
ASKARY, Arman T

2421 Traymore Road [] spplicant end.invemsor
University Heights, Ohio 44118 inventor only (7 this check-boz

United States of America is morked, do not fill in below,)

Applicant’s registration No. with the Office

"Staie (fhat is, coantry) of nationality: State (that is, cowntry) of residecs:

brievmmant T [hee ORGEREISL femaay [ &St

Nameand sddrem: (F followed ; foffcia s person i
e dbracs s Bl sl oo s, oumir ety e s i i | T P 2

Box iy the State (thot iy, country) of resicence {f no Siate of residence is indicasd belore ) li
KIEDROWSKL, Matthew [] wpplcan coly

5924 N. Mayflower Drive [] epplicant and. investur
Lorain, Ohio 44053 inventor only (7 this check-baz
United States of America is marked, do not fll in below,)

Applicant's registration No. with the Office

State (that is, country) of naticoality: State (thot is, country) of residence:

Drmari= [Jhov= JARERSTES JTEn (s
‘Nameand address: (Fomily nome given A full gfficial i -
m%:uuéﬁpgu -Hl—:’d' omy ;ﬂﬂmm This person is:

Box s the applicani’s State (that ir, country) of resicence if moSioie of residence isindicated below) D applicant only

[] spplicant and inveator
D inventor only (If this check-bax
ir marked. do not fill in below)

Appliesnfs rogistration No. with the Office

State: (that is, cowniry) of nsticnality: Stir (thal is, cowntry) of residence:
This person {5 applicant ; : jted 8 i i
for 5 puposce oF e Jagerriees, [Jrimey e Sopplaneial B

m
Name and address: e given name; for o legal | offlcial i

The oddreas e e picil codb e ...‘.’.ra..?rﬂ..,:}ﬂﬁ..m This person i

Baxisthe applicant’s Staie (Yhat is, coxntry}qf residence f moSwate of residenceisindicaied below) D applicant onty

. [] applicant and inventor

D mveor (f this check-bax
ir marked, do not Ill in below,)

Applicmt's registntion No. with the Office

State (that is, couniry) of nationslity: State (that iz, enetry) of rasidence:
B et [ st [ e e [ o7 Ay the Sopiencas! B

D Further applicants and/or (further) inventors mre indicated on sncther comtinuation sheet.

Form PCT/RO/101 {(continustion sheef) (March 2001; reprint July 2003) See Noter w the requen form
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Box No. V  DESIGNATION OF STATES  AMark the appiicable check-barss beiow; af lecat ane must be marked
The Tollowing designations are bereby made under Rale 4.9(s):
Regional Pstent
(Xl AP ARIPO Patent: GH Ghans, GM Gambis, KE Kemys, LS Lesctha, MW Malawi, MZ Mozambique, SD Sudan,
8L Siers Leons, SZ Swaziland, TZ Unitod Republic of Tanzania, UG Ugmnds, ZM Zambia, ZW Zimbabwe, end any ther
St which is & Comtracting Stte of the Hamee Protocol and of the PCT (I other kind of protection or treapnemt desired,
mpecify on domed ling) | . . ... ... iiiii e ias e aretereanr e ata e b vare e brane e aa—eaanees
Bd EA Eorasian Patant: AM Armenin, AZ Azerbeijan, BY Belsrus, KG Kyrgyzstan, KZ Keenkhstan, MD Republic of Mokova,
RU Russian Federation, TJ Tajikistan, TM Turkmenistan, and sy other State which is a Contracting State of the Eurasian
Patent Convention and of the PCT
(Xl EP Earepeas Patnt: AT Austria, BE Belgium, BG Bulgaria, CH & LI Switzeriand and Licchtenstein, CY Cyprus, CZ Czech
Republic, DE Gemany, DK Denmark, EE Estonia, ES Spain, FI Finland, FR Prance, GB United Kingdom, GR Greece,
HU Hungary, IE Ireisnd, IT Imly, LU Liotembourg, MC Monsoo, NL Netheriands, PT Portugal, RO Romanis,SE Sweden,
SI Slovenia, SK Slovakia, TR Turkey, and any other State which is 8 Comtcting State of the Ewropesn Patent Convention
md of the PCT
X 0OA OAPI Pateat: BF Burking Faso, BJ Benin, CF Central Aftican Republic, CG Congo, CI Céte divoire, CM Cameroon,
GA Qabon, GN Guines, GQ BEquatorial Guinea, GW Guinsa-Bisssu, ML Mali, MR Mauritanis, NE Niger, SN Senegal,
TD Chad, TG Togo, snd mny other State which is » member State of OAPI xod a Contracting State of the PCT (if other kind
of protectionor traatment desired, specify on dotted Hng). . . .. ....ciinieueaninarranncaaeiataaniiierrans
National Patont (i other kind gf protection or treatment dexired, specify on dotiad livg):
B AE United Arab Bmiraes .......... Bl HRCroatia . ....cccvunnenunanas Xl OM Oman
X AG Antigua and Barbuda R HU Hungary ...... Cererereaaras Xl PG Papua New Guinea
B AL ABRBE .. ceceireirennes X ID Indonesia xl PH Philippines ...........cc0n..
Bl AMAmenis. . cc.covvivirennnans BIIL Isres).......cocvvvemvnnnnen B PLPolmmd........oevenennnen
B AT Austria......covvevvvenveeee BIIN Indin.ecnncnniananen R & pT Portugal. .. ......... Ceereas
B AU ADmaln ..covevveeeninanns X 15 Iceland & RO Romania
B AZ Azerbajjan..........ccoenuu. - [P 1 O & RU Rusvian Pedention ..........
G BA Bomia md Herzegovina . . ... . ... B KEKeoya......oocnnnueeannnn, e Esaneedaanirennannennn
! BB Barbados X] KG Kyrgyzstmn .. ..ocuvvenennnn. Xl SC Scychlles
X BG Bugris. ..... Ceenrnenss ... [ XP Democratic People’s Republic  [X] 8D Sudm
X BR Bl ........ Crnrremannan Of KOrf o.vevnnsencnnans ... ] SE Sweden
BlI'BY Belarus . . cvvevvnenrrnnanss X KR Republic of Korea ............ Bl 5G Singspors
BRI BZ Belize ....oooveernennnnrnes Bl KZ XKaxakbhstan ................. R BK Slovakis .. ....ccociennenns
¥ CA Cumads B LC Saint Lucin IR SL Simma Leowe ..ovvvrerennee.
X CH & LI Switzeriand and Liechtenswin B} LXK S5 Laoks Xl g8Y Syrian Amb Republic
(¥ CN China.......cvceceeeeeeseso B LR Liberia B TJ Tejikisten ....ocvvnvennnn-.
@ co Colambia B LS Lesotho..ccvvrernnnnans vees X TM Turkmenistan........c0.....
K CRCostRICA. ..occuennnnnnans B LT Lithusnis [E TN Tunisia
BcuCa........... veresnanees B LU Luxembourg B TR Turkey .cooeenennennenns
Xl cz Crech Republic............. .. @ LV Latvia ¥ TT Trinidad and Tobego . ........
X DE Germany ..... tessasassseses X MAMoroeeo . ...cocvarenens vess asmssssssresecssemavees
2l DK Deamark ..... vreveesvessass X1 MD Republic of Moldows.......... Xl TZ United Republic of Tanzania
X DM Dominica Crrsemresamereraananan veer DI UAUKINE .uuevevrrnneancnss
X DZ Algmin....... cewennnn ceanan ) MG Madagascar. ......... pernees B UG Ugants.............
& BC Ecuador. ..... Ceernerarnanes ! MK The former Yugoslav Republic of [ US United States of America
B EE Estonia. . .oovcvevnrrnnnnonns MAcedonis .. oocuvveanaannns cnssatascuismnrsrasaaanas
BB ES Spain........coeoivennnnns X MN Mongolia [X] UZ Uzbekistan .........cc.0...
B P Finlmd...........occcvenene Bl MWMalawi.........co00nneenn [ VC Saint Vincent and the Grenadines
GB United Kingdom ] MX Mexico - -oceevennneronnnnns B VNVietNam .........o0vunnes
X GD Grenada ] MZ Mozambique ,........... vev« [X] YU Serbia and Montenegro........
X GE Georgis ........conennno..n [xl NI Nicaragua X ZA South Affiaa . ..............
GR GHEOR ....coveverrrnnennans X NO Norwsy & ZM Zambia
X GM Gambia NZ New Zoaland « o oaevennnnnnns ZWZimbabwe . .. ..............
Check-baxes helow reserved for designating States which have become party to the PCT after issuance of this sheet:
W EGENR . ....ieennen O, ciennsensresnravens Edeeerionarenens
Precantionary Designation Statemaent: In addition to the designations made shove, the applicant aiso makes under Rule 4.9(b) all
other designations which would be permitied under the PCT cxeept any designation(s) indicated in the Suppiemenal Box a5 being
excluded from the scope of this sixtement. The applicant declares that those additional designations are subjectto confirmation and that
any designation which is not confirmed befiwe the expimion of 15 months fram the priority date is to be regarded as withdrawn by the
applicant atthe expiration of thattime Limit. (Confirmation (Wachuding fees) must recch the recetving Office withinthe 1 5-month time lbnit)

Form PCT/RO/101 (sccond sheet) (July 2003) See Notes to the requast form
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BosNo.VI PRIORITY CLAIM y

The priarity of the following earlier application(s) is heroby claimed:

Flling date of Number Where earlier application is:
of carlier application carlicr application neticnal soplication: . .
- mglonll epplication:* | international spplication:
(day/monib/yeas) ety of Member Pl . applica

item (1)
22 Angust 2002
(22.08.02) 60/405.274 Us

item tz)
il 2003
( 04.03) 10/426,712 US

iem ()

item (4)

item (5)

[[] Further priority claims ar indicated in the Supplemental Bax.

The receiving Qffice is requested to prepare and tranemit % the Internaticnal Borean n certified copyofthe earlierspplication(s) (only
{f the earilerapplicationwas ftladwith the Office whichfor the puwrposssof thizinternational application isthe receiving Office) identified
above as:

K adliees Qiem [ tem@ [Jem@ [Jiem@w [ wm® DSupp'lm.:ntllBWl

* Where tha eariier application I an ARIPO appileation, indicate at leaxions cosntrypartyto the Paris Conventionforthe Protection of
Industrial Property orome Member of the -World Trade Organization forwhich thatearlier application wasflled (Rule 4. 10(b)(ii): . . . .

Box No.VII INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Choics whmﬂm_nl Sur”d;h} Anﬁowz.ﬁ two or n:* Intermational Snmllbc Authoriiies are competentio carryout the

may be umed)
A S
Request to use results of esrfier search; referance te that search (}f an earlier saarch hay besn carried out by or requesisd from the
Intarnational Ssarching Authority):
Date (mmﬂ%wr) 2003 Number Country (or regional Office)

(30.04.03) 10/426,712 Us
Box No. VI DECLARATIONS '

The following declarations wr contained in Beotes Nog. VI (i) to (v) (mark the applicable Number of
check-baxes belowand indicate in the right column the numberof each typeaf declaration): declarstions

[} Box No. VI () Declaration 35 to the identity of the inventor

[[] Box No. v (i) Declaration as to the applicant's entitlement, as at the mternational filing
dxtz, to epply for and be granted & patent

[[] Box Ne. vim (i) Decleration &1 to the epplicant’s entitlement, aa at the imternational filing
date, 10 ciaim the priority of the earlier application

D Box No. VII (iv) Declaration of inventorship (anly for the purposes of the designation of the
United States of Amezica)

[} BoxNe.vIm (v) Declaretion a8 to non-prejudicial disclosures or exceptions to lack of novehy

Farmn PCT/RO/101 (third sheet) (July 2002; reprint July 2003) See Noter © the request form
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Bé No.IX CHECK LIST: LANGUAGE OF FILING

This international spplication eontmins:
(w) mpﬂ' form, the fhilowing menber of

nqlllt(in:hldiu) . &

sheets
("““m,

uhlu rel : 78 gheetn
cleims : 7 sheets
abstract 1 gheets
drawings 6 sheets
Sub-total axmber of sheets o7
sequence listings

ros () below)
Total number of sheets

()] only in compuier readable form
(Section 801(a)(D)
() ] sequence listings
() [] tables related theret
(©)[ slso in computer readable form
(Section 801(a){iD))
(D [ sequence listings
(ii) [J tables related thersto

o
|

LA D mmmam
document(s) idetified in Box No. Vi -

G.Dpiuii

7.[] wensistion of internations] pplication into
Dﬂamﬂz!) el

8. [0 sopamte indications conceming deposited microorganism

or other biological material
9.0 sequence

[ copy submitted for the

Rulc 13t2r anly (and not as part of the ixtermational applicardion) :

G) O where check-bax
M additional copies inc

together with rclevant siatement the identity of .
& thwﬂhﬁnnqmﬂnnp“n:mmdmhﬁglmm‘:wu:

10. [] tables in
M [ copy subminted i the

Su:non aoz(qur)mly(ndmupnd‘themmml ]

listings in comvputer readable form
(indicate type and monber of carriers)

computer readable form related to sequence listings
{indicate type and number of carriers)

Number
of iems

of international search undes
or ()Y iz marked In left cohamy)

icable, the for the
mﬂluhlimw :

of intemational sexrch under

nd number of carrien .
i | © 0D 0 s one e e
EI listings i Dmﬂﬂ':lflli:nlsmm“bﬂnldmofﬂu i

uence listings: . ............. or
0O ::Iumllhdﬂnw. ........... o copies with the tables mestioned in left column e
(additional coples to be indicated wnder | 11. [] uﬂu{nmw .................................
items 9(il}) andior 10(i), in right column)

Fh-nnfﬁednwhpwudl Language of flling of the
mhml intemationsal spplication: English
Box No. X SIGNATURE OF APFLICANT, AGENT OR COMMON REFRESENTATIVE

h.-ﬂm“ﬁ-fﬁm“dh“hﬂﬂh-—hﬂMZh-“ﬁ-w %-9.

Richard S. Wes rick, Agent
Reg. No. 40,871

1. Date of actual receipt of the purparted
interpational spplication:

For receiving Office use anly

timely received papers or

the purported intermational epplication:

3. Corrected date of actual receipt due to Ister but

of the

4. Dar of
ure:ﬁn::%m Amdela)'

Ioternations] Searchi horit
(iftwoormeu:m:eut): ISA/

6. Tranamittal of search copy delayed
umtil sexrch fee is paid

Date: of receipt of the lu:ud
by the Izternations) Burcaw:  ©

For International Bureau use only

Form PCT/RO/101 (last sheet) (January 2003; reprint July 2003)

See Notex vo the request form



L U This sheet L . _ ot of and doex not count as a sheet of the v.. ... .ional application. . 29{] M
PCT ' For resciving Office use only
FEE CALCULATION SHEET o
Aunex to the Request Internatinnal Application No
Applicants or agent's
file reference CCF-6288PCT Daie stzmp of the receiving Office
Applicant -
THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION
CALCULATION OF PRESCRIBED FEES
1. TRANSMITTAL FEE . . & » o & v v e v e et e e e e 24000 [7]
2 SEARCHPEE . « » « o o o et e e e e e | 450.00 [5]

International search to be carried out by _US

{{f mo or more Internadonal Mngjmmm:nwwﬂum
saarch, indicate the nama of the Authority which is chosm i corry out the international rearvh)

3. INTERNATIONAL FEE
BaalcFeo

Where item (b) snd/or (c) of Bax No. IX spply, enter Sub-total pumber of sheets 97
Wheze e (b) and (c) of Box No. IX do not apply, enter Total aumber of theets
B femsomhees . . . ... ... 476,00 [b1]
2] 67 x__ 1200 .| 80400 -[o
number of sheets fee per sheet
in excess of 30

B oL ST el B
ar both in thet form and on paper, under Section 801(a)(1i):

400 x -l EI
fee per sheet
Add amounts extered at b1, b2 and b3 end cater ol m B . . . . 1.280.00 B

Designation Fees
m . N l l- N . 97 I » I. 3

"5 x 104.00 - 520.00

ber of designation fees amount of dexigoation fee
uu;lylbh(m.i)
Add amoumnts entered st Band Dand enter total a1 . . . . . . . . . . |___1,800.00 [0

(Applicants from certoin Statey are otitied 0 o reduction of 79% of e
international fes. Where the gpplicont iy {or all applicants ars} 20 entitled, the total
to be entered at ] is 25% of the nm of the amounls enterad at B and D)

4. FEE FOR PRIORITY DOCUMENT (if applicabl)) . . . . . . . . .. l 40.00 [*]
5. TOTALFEBS PAYABLE . . . . . . . . . .t v e v n s .. USD___2.530.00
Add amounts emtered #t T, S, 1 and P, end enter total in the TOTAL box TOTAL
[[] The designation fecs are not puid et this ime.
MODE OF PAYMENT
Ddepum'mnn( Biow) [J postal money order [ ] cash [] coupons
_!nhnque Qbmkdnﬁ gmm Qm(w@:
AUTHORIZATION TO CHARGE (OR CREDIT) DEPOSIT ACCOUNT N
(Thiz mode of payment may nos be available at all recetving Offices) Receiving Office: RO/ Us

] Authorization to charge the toml fees indicated above.

(This check-bax may be marked only [fthe conditions for depasit accounts
ofthe receiving Office so permif) Authorizationto charge any deficiency
or credit any overpayment in the total fees indicmed shove.

]’ Authorization o charge the fee for priority document

Form PCT/RO/10]1 (Annex) (January 2003; reprint Jaly 2003) See Notes to the fee calculation sheet
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CARTA DE REMISION A LA OFICINA RECEPTORA DE ESTADOS UNIDOS

Fecha: 21 de agosto de 2003
Solicitud Internacional N°:

NGmero de Archivo de Apoderado: CCF-6288PCT

I. Certificacién conforme al Titulo 37, articulo 1.10 del

Cédigo de Normas Federales (si fuera aplicable)

Etiqueta de remisién por “Correo Expreso” No. EU-712716551US
Fecha del depésito: 21 de agosto de 2003

Por la presente certifico que la solicitud/correspondencia
adjunta a la presente se deposita en el servicio de “Correo
Expreso al Destinatario” del Servicio Postal de Estados Unidos
conforme al Titulo 37, articulo 1.10 del Cédigo de Normas
Federales en la fecha indicada mas arriba y que estad destinado
a: Casillero de PCT, Comisario de Patentes, Casilla de Correo
1450, Alexandria, Virginia 22313-1450..

[En blanco] (Firma del remitente de la correspondencia)

Anita J. Gallo (Aclaracién de Firma del remitente de 1la

correspondencia)

II. [x] Nueva Solicitud Internacional



2 29'*%‘{

TiITULO: FACTOR DERIVADO DE LA CELULA ESTROMAL QUE MEDIA LA
ALBERGA LA CELULA MADRE Y LA REGENERACION DE TEJIDOS EN 1A

CARDIOMIOPATIA ISQUEMICA

Fecha de la prioridad mé&s antigua (dia/mes/afic): 22 de agosto
de 2002 (22-08-02)

EVALUACION DE LA INFORMACION DE LA INVENCION: Para colaborar
con la evaluacién de la solicitud internacional que se adjunta
con el prop6sito de determinar si se debe y puede otorgar una
licencia para la remisién al extranjero y con otros
propbésitos, se proporciona la siguiente informacién. (Nota:
marque todos los casilleros que correspondan):

A. [ ] La invencién revelada no se hizo en Estados Unidos

B. [ ] No hay ninguna solicitud estadounidense anterior
relacionada con esta invencién.

C. [x] La siguiente solicitud(es) anteriores de Estados Unidos
contienen un objeto que estd relacionado con la invencién
revelada en la solicitud internacional que se adjunta. (NOTA:
la prioridad de estas solicitudes puede o no ser reivindicada
en el formulario PCT/RO/101 (Pedido) y este listado no

constituye reivindicacién de prioridad).

Solicitud: 60/405.274 presentada el 22 de agosto de 2002 (22-

08-02)



; 4

Solicitud: 10/426.712 presentada el 30 de abril de 2003 (30-
04-03)

D. [] La presente solicitud internacional [ ] contiene una
materia adicional que no se halla en la solicitud{es) de
Estados Unidos anterior identificada en el ©parrafo C
precedente. La materia adicional se halla en las paginas ----

y [] NO ALTERA [ ] PODRIA CONSIDERARSE QUE ALTERA la
naturaleza general de la invencién en una forma que exigiria
que la solicitud de Estados Unidos ha estado disponible para
su revisién por las agencias de defensa apropiadas conforme al
Titulo 35, articulo 181 del Cédigo de Estados Unidos y al
Titulo 37, articulo 5.1 del Cédigo de Normas Federales y al

Titulo 37, articulo 5.15 del Cédigo de Normas Federales.

III. { ] Respuesta a la Invitacién de la RO/US. Se adjunta(n)
el/los siguiente(s) documento(s):

A. [ ] Pedido de Prérroga del Plazo para Presentar una
Respuesta

B. [ ] Poder (General)

C. [ ] PAginas de Reemplazo:

péginas ~- del pedido (PCT/R0O/101)
paginas -- de la memoria descriptivé
pAginas -- de las reivindicaciones
paginas -- de las figuras

paginas -- del resumen



D. [ ] Presentaciédn de Documentos de Prioridad

Documento de Prioridad: -—- Documento de Prioridad: --

E. [] Aranceles establecidos en 1la Planilla de

adjunta, formulario PCT/R0O/101, anexo

IV. [ ] Pedido de Rectificacién conforme a PCT 91

[ 1 Pedido [ ] Diskette de Listados de Secuencias

V. [ ] Otros (especifique):

La persona firmante de este formulario es:
[ ] Solicitante

[x] Apoderado/Agente {(Mat. N°) 40,871

[ ] Representante

Richard S. Woserick

Aclaracién de firma

[firma ilegible]

Firma

PTO-1382

Calculos

Departamento de Comercio de Estados Unidos; Oficina de

Patentes y Marcas



s 4

PCT. PEDIDO

El que suscribe solicita que esta solicitud internacional siga
el proceso de acuerdo con el Tratado de Cooperacién sobre
Patentes.

Para uso exclusivo de la Oficina receptora

Solicitud Internacional N°

Fecha de Presentacién Internacional

Nombre de la Oficina Receptora y “Solicitud Internacional PCT”
Referencia de Archivo del Solicitante o Agente: CCF-6288PCT

(Si se desea) (mdximo: 12 caracteres)

Casillero N°I: TITULO DE LA INVENCION
FACTOR DERIVADO DE LA CELULA ESTROMAL QUE MEDIA LA ALBERGA LA

CELULA MADRE Y LA REGENERACION DE TEJIDOS EN LA CARDIOMIOPATIA

ISQUEMICA

Casillero N°II: SOLICITANTE
[] Esta persona es también inventor

Nombre y domicilio: (Apellido seguido del nombre; para empresas, razdn

social completa. El1 domicilio debe 1incluir cédigo postal y pals. El pals
del domicilio indicado en este Casillero es el Estado del solicitante (es
decir el pals) de residencia si no se indica Estado de residencia abajo)

THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION
9500 Buclid Avenue

Cleveland, Ohio 44114
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Estados Unidos de América

N° telefénico: 216-621-2234

N° de fax: 216-621-4072

N° de télex: --

Nimero de inscripcién del Solicitante ante la Oficina:

Estado (es decir, pais) de nacionalidad: ESTADOS UNIDOS

Estado (es decir, pais) de domicilio: ESTADOS UNIDOS

Esta persona es solicitante para los propésitos de:

[] todos 1los Estados designados [X] todos 1los Estados
designados salvo Estados Unidos de América [ ] sélo Estados
Unidos de América

[1] los Estados indicados en el casilleroc complementario

Casillero N°III: OTRO (S} SOLICITANTE(S) Y/U OTRO(S)
INVENTOR(ES} :

Nombre y domicilio: (Apellido seguido del nombre; para empresas, razdn

social completa. El1 domicilio debe incluir cddigo postal y pais. E1 pais
del domicllio indicado en este Casillero es el Estado del solicitante (es
decir el pals) de reslidencia si no se indica Estado de residencia abajo)

PENN, Marc 5.

26091 Shaker Boulevard
Shaker Heights, Ohio 44122
Estados Unidos

Esta persona: [] s6lo solicitante [] solicitante e inventor
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[x] sdlo inventor. (Si marca este casillerc, no complete la informacidn
de mds abajo)

Numeroc de inscripcién del Solicitante ante la Oficina:--

Estado (es decir, pais) de nacionalidad: --

Estado {es decir, pais) de residencia: --

Esta persona es solicitante para los propdsitos de:

[ ] todos los Estados designados [] todos 1los Estados
designados salvo Estados Unidos de América [x] sélo Estados
Unidos de América

[] los Estados indicados en el casillero complementario

[x] Se indican otros solicitantes y/o (otros) inventores en

una pagina continuacién

Casillero N°IV: AGENTE O REPRESENTANTE; O DOMICILIO PARA
CORRESPONDENCIA

La persona identificada a continuacién ha sido designada/es
designada por la presente para que actGe en nombre del (os)
solicitante(s) ante las Autoridades Internacionales

competentes, como: [x] agente [] representante

Nombre y domicilio: (Apellido seguido del nombre; para empresas, razdn

soclal completa. El domicilio debe incluir cddige postal y nombre del pais)

WESORICK, Richard S.
Tarolli, Sundheim, Covell & Tummino LLP

526 Superior Avenue, Oficina 1111
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Cleveland, Ohio 44114

Estados Unidos

N° telefénico: 216-621-2234

N° de fax: 216-621-472

N° de télex: —=---

Nimero de Inscripcidédn del Agente ante la Oficina: 40.871

[] Domicilio para Correspondencia: Marque este casillero si no
se ha designado ningin agente o representante y si el espacio
de precedente ha sido usado en cambio para indicar un

domicilio especial al cual ha de enviarse correspondencia.

Formulario PCT/R0/101 (pAgina uno) {(marzo de 2001; reimpreso
en enero de 2003)

Ver Notas al formulario de pedido
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Pégina N° 2
Continuacién del Casillero N° III. OTROS SOLICITANTES Y/O
(OTROS) INVENTORES
Si no se usa ninguno de los siguientes subcasilleros, esta

padgina no deberad incluirse en el pedido.

Nombre y domicilio: (Apellido seguido del nombre; para empresas, razdn

social completa. El domicilio debe inclulr cddigo postal y peis. El pals
del domicilio indicado en este Casllliero es el Estado del solicitante (es

decir el pais) de residencia si no se indica Eatado de residencia abajo)

ASKARI, Arman T.

2421 Traymore Road

University Heights, Chio 44118

Estados Unidos

Esta persona: [] sélo solicitante [] solicitante e inventor

[x] sélo inventor. (S1 marca este casillero, no complete la informacidén

de mds abajo)

Nimero de inscripcidén del Solicitante ante la Oficina:-—-

Estado (es decir, pais) de nacionalidad: --

Estado (es decir, pais) de residencia: --

Esta persona es solicitante para los propésitos de:

[ 1] todos 1los Estados designados [] todos los Estados
designados salvo Estados Unidos de América ({] sélo Estados
Unidos de América

[ 1 los Estados indicados en el casillero complementario
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Nombre y domicilio: (Apellido seguido del nombre; para empresas, razdn

social completa. E1 domicilio debe incluir cdédigo postal y pais. El1 pais
del domicilio indicado en este Casillero es el Estado del solicitante (es
decir el pais) de residencia si no se indica Estado de residencia abajo)

KIEDROWSKI, Matthew

5924 N. Mayflower Drive

Lorain, Ohio 44053

Estados Unidos

Esta persona: [] sélo solicitante [] solicitante e inventor

[x] s&lo inventor. (Si marca este casillero, no complete la informacidn
de més abajo)

Nimero de inscripcién del Solicitante ante la Oficina:--
Estado (es decir, pais) de nacionalidad:

Estado (es decir, pais) de residencia:

Esta persona es solicitante para los propésitos de:

[ ] todos 1los Estados designados [] todos los Estados
designados salvo Estados Unidos de América [] sédlo Estados
Unidos de América

[ 1 los Estados indicados en el casillero complementario

Nombre y domicilio: (Apellido seguido del nombre; para empresas, razdn
soclal completa. El1 domicilio debe incluir cédigo postal y pais. El1 pais

del domicilio indicade en este Casillero es el Estado del sollicitante (es

decir el pais) de residencia si no se indica Estado de residencia abajo)



V'

11 .._- 301

Esta persona: [] s6lo solicitante [] solicitante e inventor

[ 1 s6lo inventor. (Si marca este casillero, no complete la informacidn
de mds abajo)

Namero de inscripcién del Solicitante ante la Oficina:--

Estado (es decir, pais) de nacionalidad:

Estado (es decir, pais) de residencia:

Esta persona es solicitante para los propbsitos de:

[ ] todos 1los Estados designados |[] todos 1los Estados
designados salvo Estados Unidos de América [] sélo Estados
Unidos de América

[ ] los Estados indicados en el casillero complementario

Nombre y domicilio: (Apellido seguido del nombre; para empresas, razdn

social completa. El domicilio debe incluir cddigo postal y pais. El pais
del domicilio indicado en este Casillero es el Estado del solicitante (es

decir el pais) de residencia sl no se indica Estado de residencia abajo)

Esta persona: [] s6lo sclicitante [] solicitante e inventor

[ ] s6lo inventor. (Si marca este casillero, no complete la informacién
de mds abajo)

Nimerc de inscripcién del Solicitante ante la Oficina:--
Estado (es decir, pais) de nacionalidad:
Estado (es decir, pais) de residencia:

Esta persona es solicitante para los propésitos de:
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[ ] todos los Estados designados [] todos los Estados
designados salvo Estados Unidos de América [] sélo Estados
Unidos de América

[ ] los Estados indicados en el casillero complementario

[1 Se indican otros solicitantes y/o (otros) inventores en una

pagina continuacién

Padgina N° 3
Casillero N°V  DESIGNACION DE ESTADOS
Marque los casilleros de verificacién que correspondan a
continuacién; deberd marcar al menos uno.
Las siguientes designaciones se efectiian conforme a la Norma
4.9(a):
Patente Regional
{x] AP Patente ARIPO: GH Ghana, GM Gambia, KE Kenia, LS
Lesotho, MW Malawi, M2 Mozambique, SD Sudan, SL Sierra Leona,
S2Z Suazilandia, TZ Republica Unida de Tanzania, UG Uganda, ZM
Zambia, 2W Zimbabwe y cualquier otro Estado Firmante del
Protocolo de Harare y del PCT (si desea otro tipoe de
proteccién o tratamiento, especifiquelo en la linea de
puntos}.......
[x] ER Patente de Eurasia: AM Armenia, AZ Azerbaijan, BY
Bielorrusia, KG, Kyrgyzstan, K2 Kazakstan, MD Repiblica de

Moldavia, RU Federacién Rusa, TJ Tajikistan, TM Turkmenistan y
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todo otro Estado Firmante de la Convencién de Patentes de
Eurasia y del PCT.

[x] EP Patente Europea: AT Austria, BE Bélgica, BG Bulgaria,
CH y LI Suiza y Liechtenstein, CY Chipre, CZ Reptblica Checa,
DE Alemania, DK Dinamarca, EE Estonia, ES Espafia, FI
Finlandia, FR Francia, GB Reino Unido, GR Grecia, HU Hungria,
IE Irlanda, IT Italia, LU Luxemburgo, MC Moénaco, NL Paises
Bajos, PT Portugal, RO Rumania, SE Suecia, SI Eslovenia, SK
Eslovaquia, TR Turquia y cualquler otro Estado Firmante de la
Convencién de Patentes Europeas y el PCT.

[x] OA Patente OAPI: BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Repiublica
Centroafricana, CG Congo, CI Costa de Marfil, CM Camertn, GA
Gabén, GN Guinea, GQ Guinea Ecuatorial, GW Guinea-Bissau, ML
Mali, MR Mauritania, NE Niger, SN Senegal, TD Chad, TG Togo Y

cualquier otro Estado miembro de la OAPI y Firmante del PCT (si

desea otro tipo de proteccidn o tratamiento, especifiquela en la linea de

puntos)........
Patente Nacional (si desea otro tipo de proteccién o tratamiento,

especifiquela en la linea de puntos):

[X] AE Emiratos Arabes Unidos [x] LC Santa Lucia
[x] AG Antigua y Barbuda [x] LK Sri Lanka
(x] AL Albania [x] LR Liberia

[x] AM Armenia [x] LS Lesotho

[x] AT Austria [x] LT Lituania

[x] AU Australia [x] LU Luxemburgo



[x]
[x]
[x]
[x]
[x]

[x)
(x]
[x]
[x]
[x]
[x]
(x]
[x]
[x]
[x]
[x]
[x]
[x]
[x]
[x]
[x]
[x]
[x]
[x]

AZ

BB

BG

BR

BY

BZ

CH

CN

co

CR

CU

Ccz

DE

DK

DM

D2

EC

EE

ES

FI

GB

GD

14

Azerbaijan

Bosnia y Herzegovina
Barbados

Bulgaria

Brasil

Bielorrusia
Belize

Canada

[x]
[x]
[x]
[x]
[x)

[x]
{x]
[x]

y LI Suiza y Liechtenstein [x)

China
Colombia
Costa Rica
Cuba
Repiblica Checa
Alemania
Dinamarca
Dominica
Argelia
Ecuador
Estonia
Esparia
Finlandia
Reino Unido

Grenada

(x]
[x]
[x]
[x]
[x]
[(x]
[x]
(%]
[x]
[x]
[x]
[x)
[x]
[x]
[x]

LV

MD

MG

MK

MN

MX

NI

NO

NZ

OM

PG

PH

PL

PT

RO

RU

SC

sSD

SE

SG

SK

Letonla

Marruecos
Repiiblica de Moldavia
Madagéscar

Ex Rep. Yugoslava de
de Macedonia
Mongolia

Malawi

Méjico

Mozambigue
Nicaragua

Noruega

Nueva Zelanda

Omén

Papiia Nueva Guinea
Fllipinas

Polonia

Portugal

Rumania

Federacidén Rusa
Seychelles

Sudan

Suecia

Singapur

Eslovaquia
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[x] GE Georgia [*] SL Sierra Leona
[x] GH Ghana [x] SY Reptblica Arabe Siria
[x] GM Gambia [x] TJ Tajikistan
[x] HR Croacia [x] TM Turkmenistan
[x] HU Hungria [x] TN TGnez
[x] ID Indonesia [x] TR Turquia
[x] IL Israel [x] TT Trinidad y Tobago
[x] IN India [x] TZ Rep.Unida de Tanzania
[x] IS Islandia [x] UA Ucrania
[x] JP Japén [x] UG Uganda
[x] KE Kenia [x] US Estados Unidos
[x] KG Kyrgyzstan [x] UZ Uzbekistan
[x] KP Repiblica Democratica [x] VC San Vicente y los

del Pueblo de Corea Grenadinos
[x] KR Repiblica de Corea (%] VN Vietnam
[x] KZ Kazakhstan [x] YU Serbia y Montenegro

[*] ZA Sudafrica

[#x] ZM Zambia

[%] ZW Zimbabwe
Los casilieros de verificacién siguientes e stdn reservados
para designar Estados que han firmado el féT con posterioridad
a la emisién de esta pdagina:

[x] EG Egipto [] ——————- [] ====—-
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Declaraciétn Precautoria sobre Designaciones: Ademas de las
designaciones efectuadas anteriormente, el sclicitante también
efectia conforme a la Norma 4.9(b) todas 1las demas
designaciones que estdn permitidas conforme al PCT salvo
cualquier designacién indicada en el Casillero Suplementario
como excluida del alcance de esta declaracién. El solicitante
declara que aquellas designaciones adicionales estén sujetas a
confirmacién y que cualquier designacién que no se confirme
con anterioridad al vencimiento de los 15 meses desde la fecha
de prioridad se considerard retirada por el solicitante al
vencimiento de ese plazo. (La confirmacién (incluyendo los
aranceles) deberd llegar a la Oficina receptora dentro del

plazo de 15 meses.)
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Pagina N° 4
Casillero N°VI REIVINDICACION DE PRIORIDAD

Por la presente se reivindica prioridad de 1la siquiente

solicitud(es) anterior:

Fecha de Nimero de Cuando la solicitud anterior es:
presentacién la solicitud | solicitud solicitud
de la solicitud |nacional: | regional:* | internacional:
solicitud anterior pais o Oficina Oficina
anterior Miembro regional receptora
{(dia/mes/afio) de WTO
item (1) 60/405.274 | Estados
22 de agosto Unidos
de 2002
(22-08-2002)
ftem (2) 10/426.712 | Estados
30 de abril Unidos
de 2003
(30-04-03)
item (3)
item (4)
item (5)

(1

Casillero Complementario

Se indican otras reivindicaciones de prioridad en el
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Se solicita a la Oficina receptora que prepare y transmita a
la Oficina Internaciocnal wuna copia autenticada de la
solicitud{es) anterior (solamente si la solicitud anterior se
presenté ante la Oficina que para los propdsitos de la
presente solicitud internacional es la Oficina receptora)
identificada anteriormente como:

[x] todos los items [] item (1) [] item (2) [] item (3)

{] item (4) ([] item (5) {] otro, ver Casillero Suplementario

* Cuando la solicitud anterior sea una solicitud ARIPO, es
obligatorio indicar en el Casillero Suplementario al menos un
palis miembro de la Convencidn de Paris para la Proteccidén de
la Propiedad Industrial para el cual se presentd la solicitud

anterior (Norma 4.10(b) (ii)})).

Casillero N°VII AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
Eleccién de la Autoridad de Basqueda Internacional (ISA) (si

dos o mds Autoridades de Blisqueda Internacional son competentes para

realizar la biisqueda internacional, indique la Autoridad elegida; puede

usarse un cédigo de dos letras): ISA/US

Pedido de uso de los resultados de una bisqueda anterior;
referencia a esa blisqueda (si se ha realizado una busqueda
anterior o s8i ésta ha sido solicitada a 1la Autoridad de

Baisqueda Internacional):
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Fecha (dia/mes/ailo) Namero Pais (u Oficina regional):
30 de abril de 2003 10/426.712 Estados Unidos

(30/04/03)

Casillero N°VIII DECLARACIONES JURADAS

Las siguientes declaraciones juradas estan Nimero de
contenidas en los Casilleros VIII(i) a (v) declaraciones
(marcar los casilleros de verificacidn

aplicables siguientes e indicar en la columna

de la derecha el nimero de cada tipo de

declaracidn):

f1Casillero N°VIII(i) Declaracién sobre la
identidad del
inventor

[1Casillero N°VIII(ii) Declaraciones sobre
derecho del
solicitante, a la

fecha de presentacién
internacional, de
presentar solicitudes
y que se le conceda
una patente
[1Casillero N°VIII{iii) Declaracidn sobre el

derecho del
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Solicitante, a la
fecha de presentacién
internacional, de

reivindicar prioridad

de la solicitud
anterior
[] Caillero N°VIII (iv) Declaracién de

cardcter de inventor
(solamente para los
propésitos de la
designacién de

Estados Unidos)

[] Casillero N°VIII (v) Declaracién sobre
revelaciones no
perjudiciales o
excepciones a la

falta de novedad

Casillero IX. LISTA DE VERIFICACION: IDIOMA DE LA PRESENTACION
Esta solicitud internacional contiene:

(a) el siguiente nimero de pédginas en la forma de papel:
pedido {incluyendo 5 paginas

padginas de declaracién)

memoria descriptiva

{excluyendo la parte
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del listado de secuencias): 78 paginas
reivindicaciones 7 paginas
resumen 1 pagina
dibujos 6 paginas

Subtotal de nuimero de pAginas 97

Listado de secuencias

Tablas relacionadas con él

(para ambos,' nimero real de

pAginas si se presentan en

forma de papel, sean o no

presentadas también en

forma legible por

computadora; ver (b) abajo)

Nimero total de paginas 97

{b) solamente en forma legible por computadora

(Articulo 801l (a) (1))

(1)

(ii)

[] 1listado de secuencias

[] tablas relacionadas con él

Escribir y numerar los portadores

otro) en los cuales estadn contenidos

[ ] listado de secuencias

[] tablas relacionadas con él

(diskette,

CD-ROM,

CD-R u

{(las copias adicionales deben indicarse en los items 9{ii)} y/o

10(ii), en la columna de la derecha)
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Esta solicitud internacional esta acompafada Nimero de

por el siguiente item(s) (marcar los casilleros Items

de verificacién e indicar en la columna de la

derecha el nimero de cada item):

1. [x] planilla de cdlculo de aranceles 1
2. [x] poder original por separado

3. [] poder general original

4. [] copia del poder general;

nimero de referencia, si hubiera:

5. [ ] declaracién de explicacién de falta de firma

6. [ ] documento(s) de prioridad identificado(s)

en el Casillero N°VI como item(s): --

7. [ ] traduccidén de la solicitud internacional

al (idioma):

8. [] indicacicnes por separado concernientes

a microorganismos u otro material bioldégico depoaitado
9. [] listado de secuencias de nuleétidos y/o
aminodcidos en forma legible por computadora

(indicar también el tipo y nimero de portadores
(diskette, CD-ROM, CD-R u otro))

(i) [ ] copia presentada para los propésitos de

la blisqueda internacional conforme a la Norma l13ter

solamente (y no comc parte de la solicitud internacional)

(ii) [] (solamente cuando ser marcdé el casillero

(b) {i) o

(b) (ii) en la columna de la izquierda) copias adicionales que



incluyen, cuando corresponde, la copia para los propésitos de
la blGsqueda internacional conforme a la Norma l3ter.

(iii) [] junto con la declaracidén relevante en cuanto a la
identidad de la copia o copias con la parte de listado de
secuencias mencionada en la columna de la izquierda

10. (] tablas en forma legible por computadora relacionadas
con los listados de secuencias ({indicar tipo y ntmerc de
portaedores)

(1) [] copia presentada con los propésitos de la bilsqueda
internacional conforme al Articulo B02(b-cuater) solamente (y
no como parte de la solicitud internacional)

(ii) [] (solamente cuando se marca el <casillero de
verificacién (b)(ii} o (c){(il) en la columna de la izquierda)
copias adicionales que incluyen, cuando corresponde, la copia
para los propésitos de la bisqueda internacional conforme al
Articulo 802 (b-cuater)

(iii) [] Jjunto con 1la declaracién relevante en cuanto la
identidad de la copia o copias con las tablas mencionadas en
lJa columna de la izquierda

11. [ ] otros (especifique):

Figura de los dibujos que debera acompafiar al resumen: 1

Idioma de presentacién de la solicitud internacional: INGLES
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Casillero N°X FIRMA DEL SOLICITANTE, AGENTE O REPRESENTANTE

Junto a la firma, indique el nombre del firmante y el caracter
con el que firma (si el mismo no se deduce de la lectura de la
solicitud): [firma ilegible] Richard S. Wesorick. Agente. Mat.

N°® 40.871

1. Fecha de recepcién real de solicitud internacional:

2. Dibujos: [] recibidos [1] no recibidos

3. Correccién de fecha de recepcién real debido a la recepcidn
posterior pero en plazo de documentos o dibujos que completan
la solicitud internacional: ----

4. Fecha de recepcién en plazo de las correcciones solicitadas
conforme a la Clausula II(2) del PCT: ---

5. Autoridad de Bilisqueda Internacional (si dos © mas son
competentes): ISA/--

6. [] Remisién de copia de biasqueda demorada hasta que se
efectiie el pago del arancel de bisqueda

—————————— Para uso exclusivo de la Oficina Internacional---
Fecha de recepcién de la copia del registro por la Oficina

Internacional:---

Formulario PCT/R0/101 (Gltima pagina) (enero de 2003;
reimpreso en julio de 2003).

Ver notas al formulario de Pedido
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Esta pdgina no forma parte ni se cuenta como una pdgina de la

solicitud internacional

PCT. PLANILLA DE CALCULO DE ARANCELES

Anexo al Pedido

Para uso exclusivo de la Oficina Receptora

Solicitud Internacional N°

Timbre Fechador de la Oficina receptora

Referencia de Archivo del Solicitante o agente: CCF-6288PCT

Solicitante: THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION

CALCULO DE ARANCELES ESTABLECIDOS

1. Arancel de Remisién----—-==re—ee—r—e—————— 240 [T]
2. Arancel de Busqueda-----———~—+———————————————— 450 [S]
Bisqueda internaciocnal para ser realizada por EE.UU

(Si dos o mds Autoridades de Biisqueda Internacional son
competentes con respecto a la solicitud internacional, indique

el nombre de la Autoridad elegida para realizar la blsqueda

internacional)

3. Arancel Internacional

Arancel Bésico

Cuando el punto (b) del Casillero N°IX es aplicable,
ingresar el Subtotal del numero de paginas

Cuando el punto (b) del Casillero N°1X es aplicable,
ingresar el Total del nimero de pAginas: 97

[bl] primeras 30 paginags--------—--—————s—c—mce—c————- 476 [b;)
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[b2] 67 X 12,00 = 804 [b:]

Nimero de paginas arancel por pagina

que exceden 30
[b3] componente adicional (solamente si se presenta

una parte de listado de secuencias de la

memoria descriptiva en forma legible por

computadora conforme al Articulo 801(a) (i), o

tanto en esa forma como en papel, conforme

al Articulo 801 (a) (ii)):

400 x = [b3]
Sume los importes ingresados en bi, bz y bj
e ingrese el importe en B-~——--——=—————cme—mw-—= 1280 [B]
Arancel de Designaciones
La solicitud internacional contiene 97 designaciones
5 X 104,00 = 520 (D]

nimero de aranceles de importe del arancel designaciones
de designaciones
& pagar {m&ximo: 6}
Sume los importes de B y D
e ingrese el total en I-———--~————————-——m——u—- 1.800 [I]

{Los solicitantes de ciertos Estados gozan de un descuento del
75% del arancel internacional. Cuando a los solicitantes (o a
todos los solicitantes) les corresponda este descuento, el
total que debe ingresarse en I es el 25% de la suma de las

cantidades ingresadas en B y D.)
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4. Arancel por Documento de Prioridad----=------- 40 [P]
(si corresponde)
5. TOTAL DE ARANCELES A PAGAR

Sume los importes de T,S,I y P

e ingrese el total en el casillero TOTAL---- 2.530

[TOTAL)
[] E1 arancel de designacibén no se paga en este momento.
FORMA DE PAGO
[1] autorizacién para debitar de cuenta de depébsito
(véase abajo)

[ ] orden de pago postal [] efectivo [] cupones
[x] cheque [] giro bancario [] estampillas de ganancias

{1 otros (especifique): -—-

AUTORIZACION PARA CUENTAS DE DEPOSITO (esta forma de pago
puede no estar disponible en la Oficina Receptora)

[1 Autorizacién para debitar los aranceles totales indicados
anteriormente.

[x] (Este casillero se puede marcar solamente si las
condiciones para las cuentas de depdsito de 1la Oficina
receptora asi lo permiten) Autorizacién para debitar el
importe faltante o acreditar el pago sobrante en los aranceles
totales indicados anteriormente.

[ ] Autorizacién para debitar el arancel del documento de

prioridad
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Oficina Receptora RO/US
Cuenta de Depédsito N°: 20-0050
Fecha: 21 de agosto de 2003
Nombre: Richard S. Wesorick
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STROMAL CELL-DERIVED FACTOR-1 MEDIATES
STEM CELL HOMING AXD TISSUE
REGENERATION IN ISCHEMIC CARDIOMYOPATHY

' Piald of the Inventicn
5 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.e., weeks) from

myocardial infarction.

10 Background of the Invention

Acute myocardial infarction (MI) remains the
leading cause of morbidity and mortality in western
society. Despite recent therapeutic advances
predoﬁinantly targeted at restoring antegrade perfusion

15 in the infarct-related artery, a “ceiling” of benefit
appears to exist. Topol, E.J. Lancet 357, 1805-1914

(2001) . A substantial proportion of patients who
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experience an acute myocardial infarction (MI)
ultimately develop congestive h;art failure (CHF)
largely as a result of left ventricular (LV)
remodeling, a process involving myocardial thinning,
dilation, decreased f;nction, ultimately leading to
death. Robbins, M.A. & 0’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.ﬂl, 1161-1172 (1990).

One method to treat this process following
myocérdial infarction involves cell therapy. Penn, M.S.
et al. Prog. Cardiovasc. Dis. 45, 21-32 (2002).
Transplantation has focused on using a variety of cell
types including differentiated cells, such as skeletal
myoblasts, cardiac myocytes, smooth muscle cells, and
fibroblasts, or bone marrow derived cells. 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, 929-533 (1998). Jain, M. et al.

Circulation 103, 1820-18%27 (2001). Li, R.K. et al.
Ann. Thorac. Surg. 62, 654-660 (1996). Etzion, S.
et al. J. Mol. Cell Cardiol. 33, 1321-1330 (2001).

Li, R.X., Jia, Z.Q., Weisel, R.D., Merante, F. &
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Mickle, D.A. J. Mol. Cell Cardiol. 31, 513-522 (1899).
Yoo, K.J. et al. Yonsei Med. J. 43, 296-303 (2002).
Sakai, T. et al. Ann. Thorac. Surg. 68, 2074-2080
(1989). Sakai, T. €t al. J. Thorac. Cardiovasc.
Surg. 118, 715-724 (1999). Orlic, D. et al.

Nature 410, 701-705 (2001). Tomita, S. et al. J.
Thorac. Cardiovasc. 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 natl-:lrally occurring process.
Jackson, K.A. et al. J. Clin. -Invest 107, 1395-1402
(2001). Qualnl, F. et al. N. Eng'_l. ‘J. Med. 346, 5-15
(2002). This proceas occurs at a rate insufficient to
result in meaningful recovery of left ventricular
function following myocardial infarction. Id.
Recently, studies have demonstrated the possibility of
reg.enerating d.amag-ed myocardium either 'througllx the
direct injection of stem cells into the blood stream,
or via chemical mobilization of stem cells fxrom the
bone marrow pJ':ior to the myocardial inf;.rction. These
studies have de;nonstrated the ability of stem cells to
home to the infarct zone in the peri-infarct period, as
well as for these cells to then differentiate into

cardiac myocytes. Kocher, A.A. et al. Nat. Med. 7,
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430-436 (2001). oOrlic, D. et al. Proc. Natl. Acad.
Sci, U. 5. A 98, 10344-10349 (2001). Peled, A. et al.
Blood 95, 3289-3296 (2000)}. Yong, K. et al. Br. J.
Haematol. 107, 441-449 (13999). To date, all the

5 . studies have focused on the ability of stem cells to
regenerate myocardium within 48 hours after myocardial’

infarction.

Summary of the Invunéian .

One aspect 'of the present lnvention relates to a
10 method of treating infarcted myocardial tiséue. The
infarcted tissue includes a first concentration of
SDF-1 protein. Perlpheral blood of the infarcted
tissue includes a first concentration of stem cells.
In the method, the concentration of SDF-1 protein in
15 the infarcted tissue can be increased from the first
concentration to a second concentration. The
concentration of stem cells in the peripheral blood of
the infarcted tissue can be increased from the first
concentration to a second concentration. The
20 concentration of stem cells in the peripheral blood can
be increased while the concentration of SDF-1 in the
infarcted tissue is increased.
In accordance with another aspect of the present

invention, the number of stem cells can be increased by
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either administering an agent that causes stem cells to
mobilize from bone marrow to the peripheral blood or
injecting stem cells into the peripheral blood: In a
preferred aspect of the present invention, the agent
that cauaes.the stem cells to mobilize from the bone
marrow to the peripheral blood can be selectea from the
group consisting of cytokines, chqnsiines, and
chematherapeutic aéents. In a more preferred aspect of
the present invention,'the agent compriaeb granulocyte
colony stimulating factor (G-CSF).

Iﬁ accordance with another aspect of preseﬁt
invention, the concentration of SDF-1 protein in the
infarcted tissue can be increased by introducing an
expression vector lnto the infarcted tissue. The
expression vector includes a nucleic acid encoding for
SDF-1 profein. Optionally, the expreséion vector can
include a tissue specific promoter direct;d to
myocardial tissue and, preferably, cardiomyocytes.

In accordance with yet another aspect of éhe
present invention, the concentration of SDF-1 protein
in the infarcted tissue can be increased by introducing
cells into the infracted tissue that have been cultured

ex vivo. The cells that have been cultured ex vivo can
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comprise 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 acld encoding 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 lnfarcted 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 tissue can be increased by introducing into
the infracted tissue an expression vector, which
encodes for VEGF. Optionally, the expression vector
can include a tissue specific promoter directed to
myocardial tissue and, preferably, cardiomyocytes.

In another aspect, the concentration of VEGF in

the infarcted tissue can be increased by introducing
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into the-infracted tissue cells that are transfected
with an expression vector. The expression vector can
include a nucleic acid encoding for VEGF. The cells
transfected with an exp;ession vector including a
nucleic 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 aspect of the present invention relates to
a method of treating infarcted myoéardial tissue at a
time remote from the myocardial infarction. The
infarcted tissue can include a first concentration of
SDF-1 protein and a first concentration of VEGF. 1In
the method, the concentration of SDF-1 protein in the
infarcted tissue can be increased from the first
concenération 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
substantially greater than the first concentration. An
agent can be administered that mobilizes stem cells
from bone marrow to peripheral blood of the infarcted
tissue. The stem cells can be mobilized from the bone

marrow to the peripheral blood while the concentrations
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of SDF-1 and VEGF in Fhe 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 vive. 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 concentratlion of VEGF in
the infarcted tissue can be increased by introducing'
cells into the infarcted tissue. The cells can be
transfected with an expression vector prior to being
introduced into the infarcted tissue. The expression
vector can include a nucleic acid encoding for VEGF.
The cells transfected with an expression vector
encoding for VEGF can be the same cells introduced into
the infarcted tissue to increase the concentration of

SDF-1 in the infarcted tissue.

Briaf Descriztiun of the Dxawings

Further features of the present invention will

become apparent to those skilled in the .art to which

the preséent invention relates from reading the

328
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following description of the invention with reference
to the accompanying drawings in which:

Figs. 1(a and b) are graéhs showlng, respectively,
the number BrdU-positive cells within infarct zone (a)
and shortening fraction (b) 4 weeks following
administration of saline or G~CSF (12 weeks following
IAD ligation).

Figs. 2(a and b) are graphs showing the effect of
skeletal myoblast (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 photographs showing (a) bone
marrow stained for B;dU and (b) untreated myocardium
after 5 days of BrdU administration.

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

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

Figs. 5(a and b} are graphs showing the number
of {(a) BrdU+ cells and (b) CDil7+ cells.within the
infarct zone 4 weeks following transplantation of

cardiac fibroblasts stably transfected with or without



WO 20047017978 PCT/US2003/0260 %5 330

10

15

20

-10-

SDF~-1 expression vector with or without G-CSF
administration for 5 days following cardiac fibroblast
transplantation.

Fig. 5c is a photograph from a SDF-1/G-CSF treated
animal stained CD117+.

Figs. 6(a and b) are photographs showing the
immunohistochemistry of the infarct zone revealing both
BrdU+ cells and cardiac myosin—éxpressing cells 12
weeks following LAD ligation with cell transplantation
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.

Description of the Embodiments

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
molecular biology terms can be found in, for example,
Rieger et al., Glossary of Genetics: Classical and
Molecular, 5th edition, Springer-Verlag: New York,
1991; and Lewin, Genes V, Oxford University Press: New

York, 1994.
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Methods involving conventional molecular biology
techniques are described herein. Such techniques are
generally known in the art and are described in detail
in methodology treatises, such as Molecular Cl?ning: A
Laboratory Manual, 2nd ed., veol. 1-3, ed. Sambrook
et al., Cold Spring Harbor lLaboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.¥Y., 1989; and Curreﬁ% Protocols in
Molecular Biology, ed. Ausubel et al., Greene
Publishing and Wiley-Interscience, New York, 1992 (with
periodic updates). Methods for chemical synthesis of
nucleic aclids are discussed, for example, in Beaucage
and Carruthers, Tetra. Letts. 22:1855-1862, 1981, and
Matteucci et al., J. Am. Chem. Soc. 103:3185, 1981.
Chemical synthesis of nucleic acids can be performed,
for example, on cammerciai automated oligonucleotide
synthesizers. Immunological methods (e.g., preparation
of antiéen—specifid antibodies: immunopreciﬁitation,
and immunoblotting) are described, e.g., in Current
Protocols in Immunology, ed. Coligan et al., John
Wiley & Sons, New York, 1991; and Methods of
Inmunological Analysis, ed. Masseyeff et al., John
Wiley & Sons, New York, 1992. Conventional methods of
gene transfer and gene therapy can also be adapted for

use in the present invention. See, e.g., Gene Therapy:

331
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Principles and Applications, ed. T. Blackenatein,
Springer Verlag, 1999; Gene Therapy Protocols (Methods
in Molecular Medicine), ed. P. D. Robbins, 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
vascularx tissue). The method of the present invention
can be used to tre?t iachemic cardioﬁyopathy at a time
remote (i.e., weeks) from myocardial 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 beings,
rats, mice, cats, dogs, goats, sheep, horses, monkeys,
;pes,-rabbiés, cattle, etc.-The m;;mali;;.s;bSect can
be in any stage of development including adults, young
animals, and neonates. 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

firsﬁ number of pluripotent stem cells traffic the

infarcted myocardium. This first number of stem cells

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

traffic the infarcted myocardium. By increasing the
number of stem cells that traffic the infarcted
myocardium,-the infarcted myocardial tissue can be
regenerated because there will be a greater number of
pluripotent stem cells in the infarcted myocardium that
can differentiate into cells, which can repoﬁulate
(i.e., engraft) and partially or wholly restore the
normal function of the infarcted myocardium.

In  accordance with one aspect of the present
invention, the method includes a step ¢of inducing
ﬁiﬁfibdtent.steﬁ cells to home to infarcted ﬁyééérdiuﬁ.
to regenerate infarcted myocardium. Pluripotent stem
cells described in the invention are any cells that can
be induced to differentiate into another cell tybe.

One example includes hematopoietic. stem cells 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 protein can be the
concentration of SDF-1 protein typically found in an
infarcted myocardium at a time remote (i.e., weeks)
from the myocardial infarction. The second
concentration of SDF-1 protein can be substantially
greater than the first concentration of SDF-1 protein.
The concentration of SDF-1 protein can be increased in
the infarcted 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 myoca;diél infarction.

The method of the present invention further

includes a step of increasing the concentration

'(i.e.}'numbér) of stéms'éeils'iﬁ"th; beEiﬁhéEai Biood-

from a first concentration to a second concentration
substantially greater than the first concentration.
The first concentration of stem cells can be the
concentratioﬁ 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 while the
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concentration of SDF-1 protein in the infarcted
qybcardium is increased. The concentration of stem
cells in the peripheral blood can be increased either
before or after the SDF-1 protein expression is up-
regulated in the infarcted 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.facilitaté
myocardial regeneration and provide a substantial
increase in left ventricular function.

In accordance with another aspect of the present
invention, the method c#ﬁ further include the step of
increasing the concentration of vascular endothelial
growth factor (VEGF) in the infarcted myocardium of the
peripheral blood from a first concentration to a second
conééﬁ;ration sub;taniiéilyHQEEAtéf-thénltﬂe“fifst
concentration. The first concentration of VEGF in the
infarcted myocardium is the concentration of stem cells
typically found in the infarcted myocardium at a 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 amount of VEGF
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typically expressed in the infarcted myocardium at time
remot; from the myocardial infarxction.

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 wvascular
endothelial growth factor in the infarcted myocardium
in cambination with increasing the concentration of
SDF-1 protein in the inf;rcted myocardium and
increasing the concentration of stem cell in the
peripheral blood increases vascular density within the
infarcted myocardium compared to saline controls.
Furthermore, this combination led to the repopulating
of the infarcted myocardium with cardiac myosin

expressing cells as well as an increase in left

'-venfficiﬁiaf fﬁnctién-éé haééﬁied by shorténina.

fraction.

SDF-1 protein

In accordance with one aspect of the present
invention, the SDF-1 protein (or éDF-l polypeptide)
that is expressed in the infarcted myocardium can be an
expreassion product of an SDF-1 gene. The amino acid

sequence of a number or different mammalian SDF-1
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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 varlant of mammalian SDF-1 protein, such as a
fragment, analog and derivative of mammalian SDF-1
protein. Such variants include, for example, a
polypebtide encoded by a naturally occurring allelic
variant of native SDF-1 gene (i.e., a naturally '
occurring nucleic acid that encodes a naturally
occurring mammalign SDF-1 protein), a polypeptide
encoded by an alternative sélice form of a native SDF-1
gene, a polypeptide encoded by a homolog of a native
SDF-1 gene, and a polypeptide encoded by a non-

naturally occurring variant of a native SDF-1 gene.:

SDf—l protein variaﬂt;'have a éﬁ;tide-séquencé
that differs from a native SDF-]1 protein in one or more
amino acids. The peptide sequence of such variants can
feature a deletion, addition, or substitution of one or
more amino acids of a SDF-1 protein. 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 SDF-1 proteins

-}



' WO 2004017978 PCT/US2003/026013_

10

15

20

-18-

substantially maintain a native SDF-1 protein
functional activity. Preferred SDF-1 protein variants
can be made by expressing nucleic acid molecules within
the invention that feature silent or conservative
changes.

- §DF-1 protein fragments corresponding to one or
more particular motifs and/or domains or to arbitrary
sizes, are within the scope of the present invention.
Isolated peptidyl portions of SDF-1 proteins can be
obtained by screening peptides recombinantly 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 chemistry..For example, a SDF-1 protein of the
present invention may be arbitrarily divided into
fragments of desired length with no overiaé of the
fragments, or preferably divided into overlapping
fragments of a desired length. The fragments can be
produced recombinantly and tested to identify thosel
peptidyl fragments which can function as agonists of
native SDF-1 protein.

Variants of SDF-1 protein can also include

recombinant forms of the SDF-1 protéins. Recombinant
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polypeptides preferred by the present invention, in
addition to a SDF-1 protein, are encoded by a nucleic

acid that can have at least 85% sequence identity with

"the nucleic acid sequence of a gene encoding a

mammalian SDF-1 protein.

SDF-1 protein variants can include agonistic forms
of the protein that constitutively express the
functional activities of a mative SDF-1 pro;ein. Other
SDF-1 protein variants can includé those that are
resistant to proteolytic cleavage, as for example, due

to mutations, which alter protease target aequences.

-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 b} testing the variant for a native
SDF-1 protein functional activity.
Nuocleic Acids

Another aspect of the present invention relates to
nucleic acid molecules that encode an SDF—l'protein and
non-nativelnucleic acids that encode an SDF-l1 protein.
Such nucleic acid molecules may be ln the form of RNA
or in the form of DNA (e.g., cDNA, genomic DNA, 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 encodes an SDF-1
protein may be identical to a nuclaotide sequence shown
GenBank Accession No. AF189724, 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, encodes
the same polypeptide as such polynucleotides.

Other nucleic acid molecules that encode 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 a ncn-naturally occurring variant of a
native SDF-1 gene. These variants have a nucleotide
sequence that differs from a native SDF-1 gene in one
or more bases. For example, the nuclectide sequence of
such variants can feature a deletion, addition, or
subatitution of one or more nucleotides of a native
SDF-1 gene. Nucleic acid insertions are preferably of
about 1 teo 10 contiguous nuclectides, and deletions are

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

‘displaying substantial changes in structure can be

generated by making nucleotide substitutions that cause
less than conservative changes in the encoded
polypeptide. Examples of such nucleotide substitutions
are those that cause changes in (a) the structure of
the polypeptide backbone; (b) the chargg or
hydrophobicity of the polypeptide; or (c) the bulk of
an amino acid Qide chain. Nucleotide subqtitutions
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 hydropﬁilic residue, e.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, arglnine, or histidine, for (or
by} an 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.g., glycine.
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" Naturally occurring allelic variants of a native
SDF-1 gene within the invention are nucleic acids
isolated from mammalian tissue that have at least 75%
sequence identity with a native SDF-1 gene, and encode

5 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? sgéuence identity with
the native gene, and encode polypeptides having

10 structural ;imilarity 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} sequence
identity to a native SDF-1 gena.

15 Non-naturally occurring SDF-1 gene variants are
nucleic acids that do not occur in nature (e.g., are
made by the hand of man), have at least 75% sequence
identity with a native SDF-1 gene, and encode
polypeptides héving structural similarity to a native

20 SDF-1 protein. Examples of non-naturally occurring
SDF-1 gene variants are those that encode a fragment of
a native SDF-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-1.gene or
a complement of a native SDF-1 gene, and those that
encode a SDF-1 fusion protein.

Nucleic acids encoding fragments of a £ative SDF-1
protein within the invention are those that encode,
amino acid residues of a native SDF-1 protein. Shorter
oligonucleotides that encode or hybridize with nucleic
acids that.encode fragments of a native SDF-1 protein
can be used as probes, primers, or antisense molecules.
Longer polynucleotides that encode or hybridize with
nucleic acids that encode fragments 6f a native SDF-1
protein can also be used in wvarious aspects of the
invention. Nuclelc acids encoding fragments of a native
SDF-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 variants thereof.

Nucleic acids that hybridize under stringent
conditions to one of the foregoing nucleic acids can
also be used in the invention. For example, such
nucleic acids can be those that hybridize to oﬁe of the
foregoing nucleic acids under low stringeicy
conditions, moderate stringency conditions, or high

stringency conditions are within the inwvention.

A8

343



WO 2004017978 PCT/US2003/026013

10

15

20

~5

344

-24-

Nucleic acid molecules encoding a SDF-1 fusion
protein may also be used in the jinvention. Such nucleic
acids can be made by preparing a construct (e.g., an
expression vector) that expresses a SDF-1 fusion
protein when introduced intec a suitable target cell.
For example, such a construct can be made by ligating a
first polynucleotide encoding a SDF-1 protein fused in
frame with a second polynucleotide 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
molety, sugar moiety, or phosphate backbone, for
example, to improve stability of the molecule,
hybridization, etc. Oligonucleotides within fﬁe
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 oligonucleotides

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, etc.

SDF-1 Expression

In accordance with another aspact of present
5 invention, the expression SDF-1 in the infarcted
myocardium can be upregulated by transplanting
biocompatible cells into the infarcted myocardial
tissue. Transplaritation of cells into the infarcted
myocardium up-regulates the expression of SDF-1 protein

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

15 Examples of cell types that can be transplanted
into the infarcted myocardium include cultured heart
cells, skeletal myoblasts, fibroblasts, smooth muscle
cells, and bone marrow derived cells. These cells are
preferably harvested from the subject to be treated

20 (i.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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Preferred cells for transplantation into the
infarcted myocardium are skeletal myoblasts. Myoblasts

maintain the regenerative potential of skeletal muscle,

during periods of stress, proliferate and differentiate-

into myotubes, eventually forming muscle fibers capable

of contracting. Myoblasts implanted into myocardiom
undergo myotube formation, withdraw from cell cycle,
and remain viable. Functional studies have shown an
improvement in regional contractility and compliance
after m&oblast implantation into the myocardium.

Skeletal myoblasts can be'readily harvested under
the basal membrane of muscular fibers, cultured to
scale 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
transplaﬁted iﬁto the iﬂfaicted myﬁca:dium of the
subject.

The cultured cells can be transplanted in the
infarcted myocardium by well-known cell transplant
techniques. For example, a suspension of cultured cells
can be injected using a tuberculin syringe into the

infarcted myocaraial tissue.

s
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Alternatively, the expression of SDF-1 protein can
be upregulated by introducing an agent into the target
cells that increases expression of SDF-1 protein. The
target cells can include cells within the infarcted
myocardium or ex vivo cella, such as autologous
skeletal myoblas£s or fibroblasts, which have been
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 DNA constructs,
capable of introduction into and replication in the
cell. Such a construct preferably includes a
replication system and sequences that are capable of
transcription and translation of a polypeptide~encoding
sequence in a given target cell.

Other agents éan also be int;oduced into the
target cells to increase SDF-1 protein levels in the
target tissue. For example, agents that increase the
transcription of a gene encoding SDF-1 protein increase
the trahslation 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 the rate of transcription

34
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from a gene within a cell can be accomplished by
introducing an exogenous promoter upstream of the gene
eﬂcoding SDF-1 protein. Enhancer elements 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
refers to gene transfer to express a therapeutic
product fruﬁ 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”
(sometimes referred to as gene delivery or gene
transfer “wvehicle”) refers to a macramolecula or
Eamplex of m&lécules camprisin§ a polynucléotide to be
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-associated viruses (AAV),
and retroviruses), liposomes and other lipid-containing

complexes, and other macromolecular complexes capable
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of mediating delivery of a polynucleotide to a target
cell. |

Vectors can also comprise other components or
functionalities that furthe; 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
influence -binding or targeting to cells (including
components that mediate cell-type or tissue-specific
binding) ; ccmponénts that influence uptake of the
vector nucleic acid by the cell; components 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
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 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 selectable markers allow
selection for cells carrying the marker, whereas
negative selectable markers allow cells carrying the
marker to be selectively eliminated. A variety of such
marker genes have been described, including
bifunctional (i.e. positive/negative) markers (see,
e.g., Lupton, S., WO 92/08796, published May 29, 1992;
and Lupton, 5., WO 54/2B8143, published Dec. 8, 199%4).
Such marker genes can provide an added measaure 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 the target cells. The
vector can be a targeted vector, especially a targeted
vector that preferentially binds to cardiomyocytes.
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 SDF-1 protein in a tissue-specific manner.
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Presently preferred viral vectors are derived from
adenovirus (Ad) or adeno-associated wvirus (AAV). Both
human and non-human viral vectors cam be used but
preferably the recombinant viral vector is
replication-defective in pﬁmans. Where the vector is
an adenovirus, 1t preferably comprises a polynucleotide
having a promoter operably linked to a gene encoding
the SDF-1 protein and is replication-defective in
humans.

Adenovirus vectors are preferred for use in the
invention becaunse they (1) are capable of highly
efficient gene.expression in target cells and (2) can
accommodate a relatively.large amount of heterologous
(non-viral) DNA. A preferred form of recombinant
adenovirus is a “gutless, “high-capacity”, or
“helper-dependent” adenovirus wvector. Such a vector
features, for example, (1) the deletion of all or most
viral-coding sequences (those sequences encoding viral
proteins), (2) the viral 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 1s required for packaging of the viral
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genomes into infectious capsids. For specifically
myocardial cells, preferred variants of such
recombinant adenoviral vectors contain tlssue-specific
(e.g., cardiomyoctye) enhancers and pramote?s operably
linked to a SDF-1 gene.

AAV-based vectors are advantageous because they
exhibit high transduction efficiency 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. Biaméd.

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

Gene Therapy 7:24-30, 2000. A preferfed AAV vector
comprises a pair gf AAV inverted terminal repeats which
flank at least one caasette containing a tissue (e.qg.,
myocardium)--or cell (e.g., cardiomyocyte)--specific
promoter operably linked to a SDF-1 nucleic acid. The
DNA sequence of the AAV vector, including the ITRs, the
promoter and SDF-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 genes (IE) are advantageous because

they are generally non-cytotoxic, persist in a state



\e8”
* " WO 2004017978 PCT/US2003/026013
-~. 353
-33- :
similar to latency in the target cell, and afford
efficient target cell transduction. Recombinant HSV
vectors can incorporate approximately 30 kb of
heterologous nucleic acid. A preferred HSV vector is
5 one that: (1) is engineered from HSV type I, (2) has
its IE genes deleted, and (3) contains a tissue-
specific (e.g., myocardium) promoter operably linked to
a SDF-1 nucleic acid. HSV amplicon wvectors may alaso be
useful in various mefhods of the invention. Typically,
10 HSV amplicon vectors are approximately 15 kb in length,
and possess a viral origin of replication and packaging
sequences. |
Retroviruses such as C-type retroviruses and
lentiviruses might also be used in the invention. For
15- example, retroviral vectors may be based on murine
legkemia virus (MLV). See, e.g., Hu and Pathak,
Pharmacol: Rev: 52:493-511, 2000 and Fong et al., Crit.
Rev. Ther. Drug Carrier Syst. 17:1-60, 2000. MLV-baged
vectors may contain up to 8 kb of heterologous
20 (therapeutic) DNA in place of the viral genes. The
heterologous DNA may include a tissue-specific promoter
and an SDF-1 nucleic acid. In méthods of delivery to an
infarcted myocardium, it may also encode a ligand to a

myocardial specific receptor.
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Additional retroviral wvectors that might be used
are replication-defective lentivirus-based vectors,
including human immunodeficiency (HIV)-based vectors.
S5ee, e.g., Vigna and Naldini, J. Gene Med. 5:308-316,

5 2000 and Miyoshi et al., J. Virol. 72:8150-8157, 1998.
Lentiviral 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.

10 Lentiviral vectors for use in the invention may be
derived from human and non-human {including SIV)
lentiviruses. Preferred lentiviral vectors include
nucleic acid sequences required for vector propagation
as well as a tissue-specific promoter (e.g.,

15 myocardium) operably linked to a SDF-1 gene. These
former may include the wiral LTRs, a primer binding
site, a polypurine tract, att sites, and an
encapsidation site.

A lentiviral vector may be packaged into any

20 suitable lentlviral capsid. The substitution of one
particle protein with another from a different virus is
referred to as “pseudotyping”. The vector capsid may
contain viral envelope proteins from other viruses,

including murine leukemia virus (MLV) or vesicular



WO 2004/017978 PCT/US2003/026013

10

15

20

-35-

stomatitis vﬁrus (VSV). The use of the VSV G-protein
yields a high vector titer and results in greater
stability of the vector virus particles.

Alphavirus-based vectors, such as those made from
semliki forest virus (SFV) and sindbis wvirus (SIN),
might also be used in the invention. Use of |
alphaviruses is described in Lundstrom, K.,
Intéfvirology 43:247-257, 2000 and Perri et al.,
Journal of Virology 74:9802-3807, 2000. Alphavirus
vectors typically are constructed in a format known as
a replicon. A replicon may contain (1) alphavirus
genetic elements required for RNA replication, and
(2) a heterologous nucleic acid such as one encodlng a
SDF-1 nucleic acid. Within an alphavirus replicon, the
heterologous nucleic acid may be operably linked to a
tissue-gpecific (e.g., myocardium) promoter or
enhancer.

Recombinant, replication-defective alphavirus
vectors are advantageous because they are capable of
high-level heterologous (therapeutic) gene expression,
and can infect a wide target cell ranég. Alphavirus
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. RAlphavirus
replicons may establish latency, and therefore
long~term heterologous nucleic acid expression in a
target cell. The replicons may also exhibit transient )
heterologous nucleic acid expression in. the target
cell. A preferred alphavirus vector or repiicon is
non-cytopathic.

In many of the viral vectors- compatible with
methods of the invention, more than one promoter can be
included in the vector to allow more than one
heterologous gene to be expressed by the vector.
Further, the vector can comprise a sequence which
encodes a signal peptide or other moiety which
facilitates the secretion of a SDF-1 gene product from
the target cell.

To combine advantageous properties of two wviral
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. Such techniques can be found, for
example, in Sambrook, et al., In Molecular Cloning: A

laboratory manual. Cold Spring Harbor, N.¥Y. or any
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number of laboratory manuals that-discuss repambinant
DNA technology. Double-stranded 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
“*gqutless”, “helper—dependent” or “high-capacity”
adenoviral vector. Adenovirus/AAV hybrld vectors are
discussed in Lieber et al., J. Virol. 73:?314-9324,
1959, Retrovﬁrua/adenovirus hybrid vectors are
discussed in Zheng et al., Nature Biotechnol.
18:176-186, 2000. Retroviral genomes contained within
an adenovirus may integrate within the target cell
genome and effect stable SDF-1 gene expression.

Other nucleotide sequence elements which
facilitate expression of the SDF-1 gene and cloning of
the vector are further contemplated. For example, the
presence of enhancers upstream of the promoter or
terminators downstream of the coding region, for
example, can facilitate-expregsion.

In accordance with another aspect of the present
invention, a tissue~specific promoter, such as 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 adenowviral
construct, transgene expression is limited to

ventricular cariomyocytes. The efficacy of gene

expression and degree of specificity provided by tissue

specific promoters can be determined, using the

recombinant adenoviral system of the present invention.

Cardiac-specific (i.e., myocardial tissue specific)
expression is well known in the art. (J. Biol.

Chem., 267:15875-15885, 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 muscle cells,
and fibroblasts within the heart) when delivering the
SDP-1 gene in vivo provides adequate expression of the
SDF-1 protein for therapeutic treatment. Limiting
expression to the cardiomyocytes also has advantages
regarding the utility of gene transfer for the
treatment of CHF. In addition, cardiomyocytes would
likely provide the longest transgene expression since
the cells do not undergo rapid turnover; expression
would not therefore be decreased by cell division and
death as would occur with endothelial cells.

Endothelial-specific promoters are already available
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for this purpose (Lee, et al., J. Biol. Chem.,
265:10446-10450, 1990).

In addition to viral vector-based mathods,
non-viral methods may also be used to introduce a SDF-1
gene ipto a tgrget_céll. A review of non-viral methods
of gene delivery is provided in Nishikawa and Huang,
Human Gene Ther. 12:B61-870, 2001. A preferred non-
viral gene delivery method according to the invention
employs plasmid 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 multimolecular aggregates with plasmid DNA
(e.g., harboring a SDF-1 coding sequence operably
linked to a myocardium-specific promoter). These
aggregates can be designed to bind to a target cell
(e.g., cardiomyocyte).

Cationic amphiphiles, including lipopolyamines and
cationic lipids, may be used to provide receptor-
independent SDF-1 nucleic acid 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 complexes.

Methods involving cationic lipld formulations are



" WO 2004017978 PCT/US2003/026013 j

—40- 366

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, 1996. For gene

delivery, DNA may also be coupled to an amphipathic
5 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. Eor example, an Epstein Barr virus

10 (EBV) -based plasmid for therapeutic gene delivery is
described in Cul et al., Gene Therapy 8:1508-1513,
2001. Additionally, a method involving a
DNA/ligand/polycationic adjunct <coupled to an
adenovirus l1ls described in Curiel, D. T., Nat.

15 Immun. 13:141-164, 1994. |

Vectors that encode the expression of SDF-1 can be
delivered to the target cell in the form of an
injectable preparation containing pharmaceutically
acceptable carrier, such'as saline, as necessary. Other

20 pharmaceutical carriers, formulations and dosages can
also be used in accordance with the present invention.

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

direct intracoronary injection using a tuberculin
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syringe under fluoroscopic guidance, .at an amount
sufficient for the SDF-1 protein to be expressed to a
degree which allows for highly effective therapy. By
injecting the wvector 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
cardiocmyocytes, in the affected myocardium, thereby
maximizing therapeutic efficacy of gene transfer, and
minimizing the possibility of an inflammatory response
to viral proteins. A-cardiomyocyte-specific 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, for example, the cells of the left
ventricle. Otper techniques well known in the art can
also be used for transplanting the vector to the target
cells of the infarcted myocardium.

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

culture medium. A SDF-1 nucleic acid transfected into
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cells may be operably linked to any suitable regulatory
© sequence, including a myocardium specific promoter and
enhancer.
The transfected target cells can then be
5 transplanted to the infarcted myocardium by well known
transplantation techniques, such as by direct
intracoronary injection using a tuberculin syringe. By
first transfecting the target cells in vitro and then
transplantihg the transfected target cells to the

10 infarcted myocardium, the possibility of inflammatory
response in the infarcted myocardium is minimized
compared to direct injection of the vector into the
infarctedlmyocardium.

SDF-1 nucleic acids of the present invention may

15 be expressed for any suitable length of time within the
target cell, including transient expression and stabie,
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.

20 A therapeutic amount is an amount, which is
capable of producing a medically desirable result in a
treated animal or human. As is well known in the
medical arts, dosage for any one ;nimal 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
acids, or small molecules) can be determined readily
determined by one skilled in the art using the
experimental methods described below.

The SDF-1 expression may be transient 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 protein
expression may be long-term, as is the case where the
infarcted myocardium is transfected with an SDF-1
protein encoding wvector or where a cell that is
transfected with an SDF-1 protein encoding vector is

transplanted to the infarcted myocardium.

Long term SDF-1 expression is advantageous because

it allows the concentration of stem cells to be

increased with a mobilizing agent, such as G-CSF or

some other factor, at a time remote from the surgery or

procedure that transplanted the cells. 1In the case
where G-CSF is the mobilizing agent there is a

significant increase in neutrophil count, which could

cause negative effects in the peri-surgical period, but
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not days or weeks later. Additionally, long term or
chronic up-regulation 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 stem 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
administering an ggent 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 celils in the
peripheral blood of a mammalian subject, an agant 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 stimulating factor (G-CSF),
granulocyte-macrophage colony stimulating factor

(GM-CSF}, interleukin (IL)-7, IL-3, IL-12, stem cell
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factor (SCF), and flt-3 ligand; chemokines such as

IL-8, Mip-la, and Grof,.and the chematherapeutic agents
of cylcophosamide (Cy) and paclitaxel.' These agents
differ in thelr time frame to achieve stem cell
mobilization, the type of stem cell mobilized, and
efficiency.

The mobilizing agent can be administered by direct
injection of the mobilizing agent into the subject.
Preferably, the mobilizing agent is administered after
SDF-1 expression is up-regulated in the infarcted
myocard%um. The mobilizing agent, however, can be
administered before SDF- expression is up-regulated.

A preferred mobillizing agent is a colony
stimulating factor, such as G-CSF. A typiéal dosage of
G-CSF in a murine subject is about 125 pg/Kg per day
for about 5 to about 10 days. The G-CSF agent is
administered after the SDF-expression is up-regulated.

Alternatively, as is 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’a).
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VEGF

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

The VEGF th.;ﬂ: is expresagd in the infarcted

myocardium can be an expression product of a VEGF gene.

- Preferred VEGFs that can be used in accordance with the

present invention include VEGF-1 (also known as VEGF-A)
and other st.ructu.'l:ally homologous VEGE’s, such as
VEGF-2 (VEGF-C), VEGF-3-(VEGF-B), VEGF-D, VEGF—-E, and
placental growth factor. Known isoforms of VEGF-1
include 121, 138, 162, 165, 182, 189, and 206 am.:i.no
acids. These isoforms are identified, respectively, as
VEGF-121, 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 invention Iis
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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Tﬂe VEGF of the present invention can have an
amino acid sequence identical to one of the foregoing
VEGFs. The VEGF of the present invention can also be a
varlant of one of the foregoing VEGFs, such as a
fragment, analog and'derivative of VEGF. Such variants
include, e.g., a polypeptide encoded by a naturally
occurring allelic variant of native VEGF gene (i.e.,-a
naturally occurring nucleic acid that encodes a
naturally 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 gene, and a polypeptide encoded by a non-naturally
occurring varlant of a VEGF gene.

VEGF variants have a peptlide sequence that differs
from a native VEGF in one or more amino acids. 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 made by expressing nucleic acid
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molecules within the invention that feature silent or
con_servative changes.

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

Variants of VEGF can also include recombinant
fprms of the VEGF. Recombinant polypeptides 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 acid
sequence of a gene encoding a 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
cleavage, as for example, due to mutations which alter

protease target sequences. Whether a change in the

1ot
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amino acid sequence of a peptide results in a variant
having one or more functional activities of a VEGF can
be readily determined by testing the variant for VEGF

functional activity.

VEGF Nucleic Acids

Another aspect of the present invention relates to
nucleic acid molecules that encode VEGEF and non-native
nucleic aclds that encode a mammalian VEGF. Such
nucleic acid molecules may be in the form of RNA or in
the form of DNA (e.g., ¢DNA, gencmic 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 acid 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 varlants may be, e.g., a naturally
occurring allelic variant of a VEGF éene, a homolog of
a native VEGF gene, or -a non-naturally occurring
variant of a native VEGF gene. These variants have a
nucleotide sequence that differs_i from a native VEGF
gene in one or more bases. For example, the nucleotide

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 leas than

_conservative changes in the encoded polypeptide.

Examples of such nucleotide substitutions are those
that cause changes in (a) the structure of the
polypeptide backbone; (b} the charge or hydrophobicity
éf the polypeptide; or (c) the bulk of an_amino acid
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, e.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; (¢) a residue

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

3
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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., phenylalanine, for (or
by} one not having a side chain, e.g., glycine.

Naturally occurring allelic variants of a VEGF
gene within the invention are nucleic acids isolated
from mammalian tissue that have at least 75% sequence
identity with a native VEGF gene, and encode
polypeptides-having structural similarity to a native
VEGF. Homologs of a na?ive VEGF within the invention
are nucleic acids isclated from other species that have
at least 75% sequence .ldentity 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 séquence identity
to a native VEGF gene.

Non-naturally occurring VEGF variants are nucleic
acids that do not occur in nature (e.g., are made by
the hand of man), have at least 75% sequence identity
with ; 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
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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 nai:ive VEGF
gene or a complement of a native VEGF gene, and those

5 that encode.a VEGF.

Nucleic acids encod;l..ng fragments of a VEGF within
the invention are those that encode, amino acid
residues of a native VEGF. Shorter oligonucleotides
that encode or hybridize with nucleic acids that encode

10 fragments of a native VEGF can be used as probes,
primers, or antisense mc:’-lecules. 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

15 fragments of a natlve VEGF can be made by enzymatic
digestion (e.g., using a restriction enzyme) or
chemical degradation of the full length native VEGF
gene or variants, thereof.

Nucleic acids that hybridize under stringent

20 conditions to one of the foregoing nucleic acids 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 molecules encoding a VEGF fusion
protein. may also be used in the invention. Such
nucleic acids can be made by préparing a construct
(e.g., an expression vector) that expresses a - VEGF
fusion protein when introduced into a suitable target
cell. For example, such a construct can be made by
ligating a first poiynucleotide encoding VEGF fused in .

frame with a second polynucleotide encoding another

.proteln such that expression of the construct in a

sultable expression system yields a fusion protein.

The oligonucleotides of the invention can be DNA
or RNA or chimeric mixtures or derivatives or modified
versions thereof, single-stranded oé double-stranded.
Such oligonucleotides can be modified at the base
molety, sugar moiety, or phosphate backbone, for
example, to improve stability of the molecule,
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 transport
across the cell membrane. To this end, the

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

tleavage 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 cells can include cells within the
infarcted myocardium or ex vivo cells, such as
autologous skeletal myoblasts or fibroblasts, which are -
transplanted into the infarcted myocardial tissue
following introduction of the agent. Where the target
cells are cells that are 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 encoding
vector.

The aéent can comprise natural or synthetic VEGF
nucleic acids that are incorporated into recombinant
nucleic acid constructs, typlcally DNA constructs,
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 polypéptide-encoding
sequence in a given target cell.

Other agents can also be introduced the target
cells to increase VEGF levels in a target tissue. For
example, agents that'increasé the transcription of a
gene encoding VEGF;. 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 introducing an exogenous promoter
ﬁpstream of the gene encoding VEGF. Enhancer elements
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 wvivo or in vitro.

A preferred gene therapy method involves using a
vector including a nucleotide encoding VEGF. Examples
of vectors that can be used include, for example, viral
vectors (such as adenoviruses (‘Ad’), adeno—associated
viruses (AAV); and retroviruses), liposomes and other

lipid-containing complexes, and other macromolecular
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complexes capable of mediating dellvery of a
polynucleotide to a target cell.
The vectors.can also comprise other components or
functionalities that further modulate gene delivery
5 . and/or gene expression, or that otherwise provide
beneficial properties to the targeted cells. Such other
components include, for example, components that ;
influence binding or targeting to cells (including
.components that mediate cell-type or tissue-specific
10 binding):; components that influence uptake of the
vector nucleic acid by the cell; components that
influence local;zation of the polynucleofide within the
cell aftg; uptake (such as agents mediating nuclear
localization); and components that influencelexpression
15 of the polynucleotide. Such components also might
include markers, such as detectable and/or selectable
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
20 provided as a natural feature of the vector (such as
the use of certain viral vectors which have components
or functionalifies mediating binding and uptake),lor
vectors can be modified to provide such

functionalities.
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Selectabie narkers can be positive, negative or
bifunctional. Positive selectable markers allow
selection for cells carrying the marﬁer, whereas
negative selectable markers allow cells carrying the
marker to be selectively eliminated. A variety of such
marker genes have 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 available.

Vectors for use i# expressing VEGF in the present
invention include wviral vectors, lipid based wvectors
and other vectors that are éapable of delivering
nucleotide according to the present invention to the
target cells. The vector can be a targeted vector,
especially a targeted vector that preferentlially 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

adenovirus (Ad) or adeno-associated virus (AARV). Both

|
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human and non-human viral-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 operasly linked to a gene encoding an
angiogenic protéin 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 to allow more than one
heterologous gene to be expressed by the vector.’
Further, the vector can comprise a sequence which
encodes a signal peptide.or other molety which
facllitates the secretion of a VEGF product from the
target cell.

To combine advantageous properties of two viral
vector systems, hybrid viral vectors may be used to’
deliver a VEGF nucleic acid to a target tissue ‘(e.g.,
myocardium). Other nucleotide sequence elements which
facilitate expression of the VEGF gene and cloning of
the vector are further contemplated. For example, the

presence of enhancers upstream of the promoter or
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terminators downstream of the coding region, for

example, can facilitate expression. In the v;ctors of
the present invention, the presence of elements which
enhance myocardium-specific expression of VEGF may be

useful for gene therapy.

The present invention also contemplhtes the use of

tissue-specific promoters for cell targeting. By
fusing, for example, tissue-apecific tranacriptional
control sequences of left vantriculgr myosin light'
chain-2 (MLCz) or myosin heavy chain (MHC) to a
fransgene, such as-the VEGF-165 gene within the
adeno;iral construct, transgene expression is limited
to ventxilcular cardiac myocytes.

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

one avoids the potentially harmful effect of
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angiogenesis in non-cardiac tissues. 1In addition; of

the cells in the heart, the myocyte would llkely

provide the longest transgene expression since the

cells do not undergo rapid turnover; expression would

not therefore be decreased by cell division and death

as would occur wlth endothelial cells. |
Endothelial-specific promoters are already

avallable for this purpocse.

By using drug-regulatable promoter systems
(e.g., tetracycline), SDF~-l expregsion with or without
stem cell mobilization can be started at times remote.
from surgical or percutaneous procedures necessary for
implantation of engineered cells or gene£ic vectors.
This would allow recovery of myocardial or
non-myocardial tissaues prior toé increasing the number
of circulating stem cells.

In addition to viral vector-based methods,
non-viral methods may also be used to int;oduce a VEGF
gene into a éarget cell. A preferred non-viral gene
delivery method according to the invention employs
plasmid DNA to intrpduce a VEGF nucleic acid into a
cell. Plasmid-based gene delivery methods are generally

known in the art.
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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 tyerapeutic gene delivery is
described in Cui et al., Gene Therapy 8:1508-15i3,
2001. Additionally, a method involving a
DNA/ligand/pélycationic adjunct coupled to an
adenovirus is described in Curiel, D. T:, Nat.
Immun..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 such as saline, for example, as
naecessary. Other pharmaceutical carriers, formulations
and dosaqe; can also be used.

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

myocardial tissue, it 1s possible to target the gene
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rather effectively, and to minimize loss of the
recombinant vectors.

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

maximizing therapeutic efficacy of gene transfer, and

. minimizing the possibllity of an inflammatory

.-response to viral proteins. A‘'ventricular

cardiomyocyte—sPeéific 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, fc;r example, the cells of the left ventricle.

Other technigques well known in the art can also be used
for transplanting the vector to the tar.get cells of the
infarcted myocardium.

Where the target cell is a cultured cell that is
later transplam;.ed into the infarcted myocardium, the
vectors can be delivered by direct ilnjection into the
culture medium. A VEGF nuclelc acid transfected into
cells may be operably linked to any suitable regulatory

seguence, including a myocardium specific promoter and

enhancer.
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The transfected target cells can then be
transplanted to the infarcted ﬁyocardium by well known
transplantation techniques, such as by direct
intrac;ronary injection using a tuberculin syringe. By
first transfecting the target celis in vitro and than
transplanting the traﬁsfected target cells to the
infarcted myocardium, the possibility ?f 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 sultable.length of time including transient
expression and stable, long-term expression. 1In a
preferred ambodiment, the SDF-1 nucleic acid will be
expressed in therapeutic amounts for a suitable and

defined length of time.

Examples

The present invention is further illustrated by
the following specific examples. The examples are
provided for illustration and are not to be construed
as limiting the scope or content of the invention in

any way.
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Effect of stem cell mobilization
with G-CSF 8 weeks following MI

In order to ascertain whether stem cell
mobilization by G-CSF leads to myocardial regeneration
in rats with established ischemic cardiamyépathy,
rats 8 weeks following MI were randomized to réceive
either recombinant human G-CSF (125 ng/kg/day
for 5 days, via i.p. injection) or saline. Bl&o& was
obtained 5 days after initiating é-esf therépy to
verify béne marrow stimulation, revealing a tripling of
the leukocyte count with G-CSF (37.3 + 5.3 cells/nl)

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

"bromo- 2’ -deoxyuridine, BrdU, 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. 1l(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 * s.d. r—=6-8 per group.
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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 (éig. la) or to
meaningful myocardial regeneration as determined by the_
lack of angiogenesis 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 histological
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).

Effect of SKMB transplantation prior to
stam call mobilization on ischemic cardicmyopathy

In order 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 border
zone. Because the initlal hypothesis was that the

transplanted SKMB would be used as a strategy for
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expressing gene products responsible for stem cell
homing, as a control, the SKMB were transfected with -
adenovirus encoding luciferass.

Figs. 2(a and b) show the effect of skeletal
myoblast (SKMB) transplantation o¢on BrdU+ cell counts
within the infarct zone 4 weeks following cell
transplantatioﬂ (12 weeks following LAD ligationm).
Data represent mean % s.d. n=6-8 per group.

The inéroduction of SKMB into the infafcted heart
in the absence of G-CSF did not significantly increaae
the incorporatlion of BrdU 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 (Fig; 2a). 1In addition,
compared to animals that received either G-CSF or SKMB
transplantation alone, animals that received the
combined therapy experienced a significant increase in
shortening fraction (Fig. 2b) relative to saline
controls.

In order to determine if the BxrdU 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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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 cells cultured
from multiple animals. Fig. 3b shows that .no
significant Brdu+ cells were seen in unhtreated
myocardium afier 5 days of BrdU administration. Data
represent mean it s.d. of positive cells guantified by
two independent observers bllnded to the identity of
each animal. n=6-8 per group. Scale bar represents
25 pM. This led to labeling of cells in the bone
marrow without any significant Brdu labeling of the
myocardimm (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 exp;riments, 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

387
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re~establishes the necessary signals for stem cell

homing to the myocardium.

Signaling molecnles responsible fox
stem ceall homing to infarcted tissue

The observ-ation 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 potentlal mediators of stem
cell homing: Stromal cell-derived factor-l1 (SDF-l) is
known to mediate hematopoietic trafficking and stem
cell homing in the bone marrow; therefore, its role as
a potential signaling molecule for stem cell
engraftment in MI and in response to SKMB
transplantation was assessed.

Fig. 4 is a photograph showing RT-PCR revealing
stromal derived factor-l (SDF-l1l) expression as a
function of time following myocardial infarction.
SDF-1 expression is absent at baseline, increased at 1
and 24 hours following MI. SDF-1 expression returns to
its absent state between 24 hours and 7 days following
MI and remains absent 30 days following MI. SDF-1
expression recurs 72 hours following SKMB
trémsplantation performed 30 days (30+) following MI.

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

at 1 and 24 h, but not at 0, 7 or 30 days, after LAD
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ligation. SDF-1 expression was induced by SKMB, and .
was cbserved 72 h after transplantation, but not in
sham operated animals (data not shown). PCR for GAPDH
in the same samples demonstrated that cDNA was intact
in all samples (data not ahown); 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 whether SDF-1 medlated engraftment of
Brdu positive cells into the infarct zone, control
cardiac flbroblasts or those stably transfected with an
SDF-1 expresslion vector were transplanted 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 was
BrdU for 5 days beginning on the final day of G~CSF
administration. |

Fig. 5(a and b) show the number of (a) BrdU+ cells
and (b) CD117+ cells within the infarct zone 4 weeks
following 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 tranaplantation. Data

represent mean 1 s.d. of positive cells quantified by
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twe independent observers blinded to the identity of
each animal. n=3-5 per group.

Fig. 5c is 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 SDF-l-exprebsing
cardiac fibroblasts revealed a greater than 3-fold
increase in the ﬂumber of BrdU-poaitive cells
throughout the infarct zone. Animals that received
control cardiac fibroblasts had a BrdU signal £hat was

no different from control.

Identification of BrdU positive cealls

We performed immunofluorescence in order to
deéermine the identity of the BrdU cells within 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 cbserved within the infarct zone of
the animals treated with G-CSF without or with SKMB or

cardiac fibroblast transplantation.
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Effect of VEGEF expraasing and G-CSF on
neovascularization and LV function lats following MI

Despite an increased number of BrdU-positive cells
in' the animals that received combined SKMB
transplanta.tion 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. 6(a and b-) show that the
immunohistochemistry of the infarct zone revealed
both Brd0 + cesl.ls {(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-CISF.

Fig. 6c shows improvement in LV function relative
to no treatment control. Data represent mean + s.d.
n=6-8 per group. Scale bar rep-resents 10 pM.

Transplantation of VEGF-165-expressing SKMB 8
weeks following MI resulted in an increased vascular
density within the infarct zone compared to salin.e
controls (44.1 % 5.2 vs. 17.7 + 2.8 vessels/mm?;

VEGF-165 vs. saline, respectively). Furthermore, the
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combination VEGF-165 expression and stem cell
nmobllization with _G—CSF led to repopulation of the
infarct zone with Icardiac myosin-expressing cells
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. 6b). No significant

‘difference was observed in sliortening fraction between

treatment strategies of transplantation of VEGF-165
expressing SKMB and SKMB transplantation combined with

the administration of G-CSF (data not shown).
Methods

All animal protocols were approved by the n-njmal
Research Committee, and all animals were housed in the
ARALAC animal facility 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 Scientific Corp,
RSP1002) . Anterior wall MI was induced in 150-175g
male Lewis rats by ligation of the left anterior
descendi_:t-lg (LAD) artery with the aid of a surgical

microscope (Leica M500){}.
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2D-echocardiography was performed 5-7 days and 8
weeks following LAD ligation and 4 weeks folloﬁing SKMB
transplantation using a 15-MHz linear array transducer '
interfaced with a Sequolia 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 c¢clips and
m—mode images in a short axis view from the mid—LV.just
below the papillary muscles allowing for consistent
measurements f:r':om the same anatomical location in
different rats. Measurements were made by two
independent blinded observers offline using ProSolve.
Each measurement in each animal is made 6 times, from 3
randamly chosen m-mode clips out of 5 recorded by an
observer blinded to treatment arm. 2As a measure of LV
functic-:sn, the shortehing 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 dimensi.on. 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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muscle. In addition, anterior wall thickness was

measured at end-diastole.

Cell Preparation and Delivery

Skeletal myoblasts were harvested ‘from the hind
limbs of several Lewis rats - (Harlan Labs), plated in
175m1 culture flask (Falcon), and grown in DMEM
including 10% fetal bovine serum, 300mg/l ECGS, and the
antibiotics penicillin, streptomycin, and ofloxacin.
Cells underwent passaging once 75% confluence was
achieved to avoid differentiation. On the day prior to
cell trénsplantation, purified myoblasts were
transfected 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, myoblasts were harvested with trypsin,
washed extqnsively in PBS to remove any fr;e viral
particles and reconstituted immediately prior to
transplantation. Animals were then anesthetized,
ventilated and subjected to a lateral thoracotomy for
direct wvisualization 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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to SKMB. SDF-1 from the total RNA retrieved from
hearts 24 h after myocardial infarction was cloned into

the expression vector PCDNA3.1l

(Forward- (NOT-1) -AATAAGAAATGCGGCCGCATGGACGCCAAGGTCGTCGC

TGTGCTGGCC;

Reverse- (Xba-1)-TCTAGACTTGTTTAAGGCTTTGTCCAGGTACTCTTGGA.
Cardiac fibroblasts stably transfected with SDF-1

PCDNA3.l expression vector were selected with neomycin.

Btem Ceall .Mcbilization

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

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

days beginning on the day of skeletal myoblast

transplantation. Complete blood count and differential

-data (Bayer, ADVIA). were obtained on day 0, 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.
Histologic Analysis

Rats were euthanized, their hearts harvested for
analysis 4 weeks following cell transplantation
following perfusion fixation with HistoChoice (Amresco

Inc., Solon, OH), and sectioned into 3 equal division
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perpendicular to the LV long~axis. The mid-ventricular
and apical segments were paraffin-embedded and several
sections 6 um thick were utilized for
immunohistochemistry. Monoclonal antibodies to cardiac
myosin (Chemicon), CDA5 (Chémicon), Factor VIII
(Chemicon), CD11l7 (Santa Cruz Biotehnology) and BzduU
(Vector labs) were utilized. Secondary antibodies
elther FITC- or biotin-labeled were used. For
quantification; five sections within the infarct zone
vwere analyzed for positive cells and vascular density.
We were unable to perform 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 CD117 antibodies

recognized.

PCR Analysis
RT-PCR analysis was performed on total RNA

isolated from rat hearts as a function of time after
LAD ligation and after SKMB transplantation. Total RNA
was extracted from tissue by the guanidiné
isothiocyanate-cesium chloride method. Primers
specific for rat SDF-1 (Forward: TTGCCAGCACAAAGACACTCC;
Reverse: CTCCARAGCAAACCGAA TACAG, expected product 243

base pairs, 40 cycles) were utilized and GAPDH
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(Forward: CCCCTGGCCAAGGTCATCCA; Reverse:
CGGAAGGCCATGCCAGTGAG, expected product 238 base
pairs, 20 cycles). Real time PCR (Perkin-Elmer, ABI

Prism 7700) was then used to confirm the increase in

‘expression within infarcted and transplanted hearts

using SYBR—-green incorporation into the PCR product
SDF-1 (Forward: ATGCCCCTGCCGATTCTTTG Reverse:
TGTTGTTGCTTTTCAGCCTTGC, expected product 116 base

pairs) and GAPDH as above.

Adanoviral 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 medium (DMEM)
supplemented with 10% calf serum. The El-,E3-adenovirus
vector AdVEGF-165 was generated by linearizing the
shuttle vector plasmid at a unique restriction sBite
adjacent to the left end inverted terminal repeat (ITR)
and cotransfected into 293 cells with Clal digested
H5d1324 DNA. After two sequential plaque purifications

vector stocks were propagated on 293 cells and purified

.through three sequential bandings on cesium chloride

gradients. The purified virus was dialyzed against a
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buffer containing 10 mM Tris, pH 7.8, 150 mM NacCl,
10 mM MgCl2 and 3% sucrose and stored at —80 0C until
use. The transgene expression is under the control of

the cytomegalovirus immediate early promoter.

5 sgntistical Analysis

Data are- presented as mean + SEM. Comparisons

between groups were made by Student t-test.
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Having descrlibed the invention, I claim the

following:

1. A method of treating infarcted myocardial
tissue, the infarcted tissue including a first
concentration of SDF-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 concenfration to
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 is increased.

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

mobilize from bone marrow to the peripheral blood.

399
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3. The method of claim 2 wherein the agent that
causes the stem cells to mobilize from the bone marrow
to the peripheral blood is selected from the group
consisting of cytokines, chemokines, and the

chemathexrapeutic agentsa.

4. The method of claim 3 wherein the agent

comprises G-CSF.

5. The method of claim 1 wherein the step of
increasing 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 a nucleic acid encoding for SDF-1

protein,

1. The method of claim 6 wherein the vector
includes a tissue specific promoter directed to

myocardial tissue.
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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 SDF-1 protein in the
infarcted tissue comprises introducing cells that have

been cultured ex vivo into the infarcted tissue.

10. The method of claim 9 wherein said cells
comprise autclogous cells that have been harvested from

the subject to be treated brior to culturing.

1l1. The method of claim 10 wherein said cells
introduced into sald infarcted tissue are transfected
with ah expression vector prior ta being introduced
into said infarcted tisaue, said expression vector

including a2 nucleic acid 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 the infarcted tissue from said

first concentration to a second concentration while the
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concentration of SDFP-1 in the infarcted tissue is

increased.

13. The method of claim 12 wherein the step of
increasing the concentration VEGF in the infarcted

tissnue comprises introducing an agent into cells of the

infarcted tissue.

14. _The method 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, said expression vector including

a nucleic acid encoding for VEGEF.

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

myocardial tissue.

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

cardiomyocytes.
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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, said cells being transfected 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 said cells
transfected with an expression vector encoding 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
tissue; sald infarcted tissuelincluding 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:

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

first concentration:;

40
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increasing the concentration of VEGF in the
infarcted tissue from 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, said 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 increased.

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

infracted tissve that have been cultured ex vivo.

21. 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, sald expression vector

including a nucleic acid encoding for SDF-1 protein.
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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 said 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 vectorjencoding for VEGF
are the same cells introduced into the infarcted tissue
to increase the concentration of SDF-1 in the infarcted

tissue.
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tejido infartado es incrementada.
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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 Invencién

La presente invencién se relaciona con un método para la
regeneracién de tejidos en cardiomiopatia isquémica Yy
particularmente se relaciona c¢con un método para tratar
cardiomiopatia isquémica en un tiempo remotoc (es decir,

semanas)desde el infarto de miocardio.
Antecedentsa da la Invencién

El infarto agudo de miocardio (IM) continda siendo la 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 1la arteria
relacionada con el infarto, se ha encontrado un “estancamiento”.
Topol, E.J. Lancet 357, 190-1914 (2001). Una gran cantidad de
pacientes que han sufrido de infarto agudo de miocardioc (IM) en
ultima instancia padece insuficiencias ‘coronarias congestivas

(ICC) en gran parte como resultado de la reconstruccidén del
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ventriculo izquierdo (VI), un proceso que incluye debilitamiento
de miocardio, dilatacién, funcién 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 (1990).

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 utilizandeo una variedad de tipos de células incluyendo
células diferenciadas, como mioblastos 6seos, miocitos cardiacos,
células de misculo liso, y 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, 2.Q., Weilsel, 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.
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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 diferenciacidn 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 en un promedio incapaz
de dar como resultado una recuperacién importante de la funcién
del ventricule izquierdo continuando con infarto de miocardio.
Recientemente, estudios han demostrado 1la posibilidad de
regenerar el miocardio daflado, ya sea a través de inyeccién
directa de células madres en el torrente sanguineo, o mediante
movilizacién quimica de las células madre de la médula ésea antes
del infarto de miocardio. Estos estudios han demostrado 1la
capacidad de las células madre para albergarse en la zona del
infarto en el periodo 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 (200l1). Peled, A. et al. Blood %5, 3289-

3296 (2000). Yong, K. et al. Br. J. Haematol. 107, 441-449
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(1999). Hasta la fecha, todos los estudios se han enfocado en la
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 invencién 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 méteodo, la concentracién de la proteina SDF-1 en el
tejido infartado puede ser incrementada desde la primera
concentracién hacia una sequnda concentracién. La concentracién
de las células madre en la sangre periférica puede ser aumentada
mientras que la concentracién de SDF-1 en el tejldo infartado es

disminuida.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, el
nimero de células madre puede aumentar ya sea administrando un
agente que hace que las células madre se movilicen desde la
médula 6sea hacia la sangre periférica o inyectando células madre
en la sangre periféric;a. En una incorporacién preferida de la

presente invencién, el agente que hace que las células madre se
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movilicen desde la médula é6sea hacia la sangre periférica puede
ser seleccionado del grupo formado por citocinas, quimosinas, y
agentes quimioterapéuticos. En una incorporacién mids 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 invencién, 1la
concentracién de la proteina SDF-1 en el tejido infartado puede
ser incrementada introduciendo un vector de expresién en el
tejido infartado. El1 vector de expresién incluye un &cido
nucleico que codifica la proteina SDF-1. Opcionalmente, el vector
de expresién puede incluir un promotor especifico de tejido
dirigido al tejido de miocardio vy, preferentemente, a

cardiomiocitos.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, 1la
concentracién de la proteina SDF-1 en el tejido infartado puede
ser incrementada introduclendo células en el tejido infartado que
han sido cultivadas ex vivo. 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 expresién puede incluir un acido nucleico

que codifica la proteina SDF-1.

En otro aspecto de la presente invencién, el tejido
infartado tiene wuna primera concentracién del FCEV. La
concentracién del FCEV en el tejido infartado puede ser
incrementada desde una primera concentracién hﬁcia una segunda
concentracién. La concentracién 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 expresiétn puede incluir un promotor especifico de tejido
dirigido al tejido de miocardio, \'4 preferentemente,

cardiomiocitos.

En otro aspecto, la concentracién del FCEV en el tejido

infartado puede ser incrementada 1ntroduciendec en el tejido



infartado células que son transfectadas con un vector de
expresién. E1 vector de expresidn puede incluir un acido nucleico
que codifica FCEV. Las células transfectadas con un vector de
expresién incluyendo un Acido nucleico que codifica FCEV pueden
ser las mismas células introducidas en el tejido infartado para

incrementar la concentracién de SDF-1 en el tejido infartado.

Otro aspecto de la presente invencién se relaciona con un
método para tratar tejido de miocardio infartado en un tiempo
remoto del infarto de miocardio. El tejido infartado puede
incluir wuna primera concentracién de proteina SDF-1 en wuna
primera concentracién del FCEV. En el método, la concentraciédn de
la proteina SDF-1 en el tejido infartado puede ser incrementada
desde la primera concentracién 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 ésea hasta la sangre periférica del tejido
infartado. Las células madre pueden ser movilizadas desde 1la

médula o6ésea hacia 1la sangre periférica mientras que las
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concentraciones de SDF-1 y FCEV en el tejido infartado pueden ser

incrementadas.

En otro aspecto, la concentracién de proteina SDF-1 en el
tejide infartado puede ser incrementada introduciendo en el
tejido infartado células que han sido cultivadas ex vivo. Las
células introducidas en el tejido infartado pueden ser
transfectadas c¢on un vector de expresién antes de ser
introducidas en el tejido infartado. El1 vector de expresién

incluye un Acido nucleico que codifica la proteina SDF-1.

En otro aspecto, la concentracién 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. El vector de expresidn puede incluir un adcido 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

concentracién de SDF-1 en el tejido infartado.

Breve descripcién de las figuras
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Otras caracteristicas de la presente invencién serdn obvias
para aquellos expertos en la materia a la cual se refiere dicha
invencién leyendo la siguiente descripcién de la invencién con

referencia a las figuras que acompafian:

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

ligadura LAD).

Las Figuras 2 (a y b) son graficos que muestran el efecto de
transplante de mioblasto éseo (SKMB} en conteo celular + BrdU en
la zona infartada 4 semanas después del transplante celular (12

semanas después de ligadura LAD}.

Las Figuras 3 (a y b) son fotografias que muestran (a)
médula é6sea de color BrdU y (b) miocardio no tratado luego de 5

dias de administracién de BrdU.

La Figqura 3c es un grafico gue muestra las células BrdU+
aumentadas en la zona infartada evaluada con la terapia de

acuerdo con la presente invencién.

N
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La Figura 4 es una fotografia que muestra RT-PCR revelando
la expresién del factor-1l derivadc estromal (SDF-1) como una

funcién de tiempo seguido por infarto de miocardio.

Las Figuras 5 (a y b) son graficos que muestran el niimero 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 expresién SDF-1
con o sin la administracién de G-CSF durante 5 dias siquiendo con

transplante de fibroblasto 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
inmunohistoquimica e la 2zona infartada revelando tanto las
células BrdU+ como las células que expresan miosina cardiaca 12
semanas siguiendo con ligadura LAD con el transplante celular de
(a) SKMB o (b) SKMB que expresa EGF seguido por movilizacidén de

célula madre utilizando G-CSF.
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la Figura 6c es un grafico que muestra mejoras en la funcidn
del ventriculo izquierdo con relacién a la celuloterapia sin

sobre expresién del FCEV,.
Descripciédn de las incorporaciones

A menos gque se defina lo contrario, todos los términos
médicos utilizados en la presente tienen el mismo significado
seqin lo entiende cominmente cualquier experto en la materia a
la cual 1la presente invencidén pertenece. Las definiciones
cominmente entendidas de los términos de biologia molecular
pueden ser encontrados, por ejemple, 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
biologia 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., vol. 1-3, ed. Sambrook et al., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989; vy

Current Protocols in Molecular Biology, ed. Ausubel et al.,
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Greene Publishing and Wiley- Interscience, New York, 1992 (con
actualizaciones periédicas). Se discuten métodos para sintesis
quimica de &cidos nucleicos, por ejemplo, en Beaucage and
Carruthers, Tetra. Letts. 22:1859-1862, 1981, y Matteucci et al.,
J. Am. Chem. Soc. 103-3185, 1981. Se pueden realizar sintesis
quimicas de Acidos nucleicos, por ejemplo, en sintetizadores de
oligonucledétidos 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,
199]1; and Methods of Immunological Analisis, ed. Masseyeff et
al., Jon Wiley & Sons, New York, 1992. Métodos convencionales de
transferencia de genes y terapia 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; vy
Retro~-cvectors for Human Gene Therapy, ed. C.P. Hodgson, Springer

Verlag, 1996.

La presente invencién se relaciona con un métedo de

regeneracién de miocardio en regiones isquémicas del corazén (o



o @

13 429

misculo ésec en el caso de tejido vascular periférico). El 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, jévenes 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 del tejido de
miocardio infartado, y tejido de miocardio infartado y el tejido

de miocardio en la periferia del tejldo de miocardio infartado.

En un tiempo remoto desde el infarto de miocardio, un primer
nimerc de células madre pluripotentes fluyen en el miocardio

infartado. Este primer nimero de célula madre puede ser
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incrementado de manera tal que un mayor numero de células madre
fluye en el miocardio infartado. Incrementando el numero de
células madre que fluyen en el miocardio infartado, el tejido de
micocardio infartado puede ser regenerado porque habrd un mayor
nimerc de células madre pluripotentes en el miocardio afectado
que puede diferenciarse en células, que pueden poblar (es decir,
injertar) y restaurar parcial o totalmente la funcidén normal del

miocardio infartado.

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

células cardiomiocitos.

Las células madre pluripotentes pueden ser albergadas en el
miocardio infartado incrementandc la concentracién de la proteina
en el miocardio infartado desde una primera concentracién hacia
una segunda concentracién. La primera concentracién de protelna

SDF-1 puede ser la concentracién de proteina SDF-1 comdnmente
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encontrada en un miocardio infartado en un tiempo remotc (es
decir, semanas) desde el infarto de miocardio. La segunda
concentracién de proteina SDF-1 puede ser sustancialmente mayor
que la primera concentraclén de proteina SDF-1. La concentracién
de proteina SDF-1 puede ser incrementada en el miocardio
infartado mediante la regulacién de la expresidén de la proteina
SDF-1 en el miocardio infartado en un tiempo remoto desde el

infarto de miocardic.

El método de la presente invencién ademas incluye el paso de
incrementar la concentracién (es decir, nimero) de células madre
en la sangre periférica desde una primera concentraciédn hacia una
segunda concentracién sustancialmente mayor que la primera
concentracién. 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
concentracién de la proteina SDF-1 en el miocardio infartado
disminuye. La c¢oncentracién de las células madre en la sangre
periférica puede ser incrementada, ya sea, antes o después de que
la expresiédn de proteina SDF-1 es regulada en el miocardio

infartado.
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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 faclilitan 1la regeneracién del tejido
infartado y proporcionan un aumento importante en la funcién del

ventriculo izquierdo.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, el
método puede también incluir el paso de aumentar la concentracidn
del factor de crecimiento endotelial vascular (FCEV)en el
miocardic infartado de la sangre periférica desde una primera
concentracién hacia wuna segunda concentracién sustancialmente
mayor que la primera concentracién. La primera concentracién del
FCEV en el miocardio infartado es la concentracién de las células
madre cominmente encontradas en el miocardio infartado en un
tiempo remoto desde el infarto de miocardio. La.concentracibn del
FCEV puede ser incrementada en el miocardio infartado mediante
requlacién de la expresién de la protéina del FCEV en el
miocardio infartado desde la suma del FCEV comunmente expresado
en el miocardio infartado en un tiempo remoto desde el infarto de

miocardio.
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La concentraciétn de FCEV en el miocardio infartado puede
incrementarse mientras que se incremente tanto la concentracién
de 1la proteina SDF-1 en el miocardio infartado como 1la
concentracién de células madre en 1la 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 la concentracién de células madre en la
sangre periférica eleva la densidad vascular dentro del miocardio
infartado en comparaci6n con los controles de solucién salina.
Mas alin, esta combinacién condujo a la repoblaciédn del miocardio
infartado con c¢élulas que expresan la miosina cardiaca asi como
también a un incremento en 1la funcién ventricular izquierda

cuando se la media mediante una fraccidén de reduccién.
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 expresién de un gen
SDF-1. Se conoce la secuencia de aminodcido de un nimero 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
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secuencla de amino&cido 1déntica a la de las proteinas SDF-1 de

los mamiferos nativos anteriores.

La proteina SDF-1 de la presente invencién puede también ser
una variante de proteina SDF-1 de mamifero, asi como un
fragmento, andlogo y derivado de la proteina SDF-1 de mamifero.
Tales variantes incluyen, por ejemplo, un polipéptido codificado
por una variante alélica que se produce naturalmente de un gen
SDF-1 nativo (es decir, un &cido nucleico que se produce
naturalmente'que codifica una proteina SDF~-1 de mamifero que se
produce naturalmente), por un polipéptido codificado por una
forma de unién alternativa de un gen SDF-1 nativo, un polipéptido
codificado por un homélogo 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 variantes 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 supresién, adicién o sustitucién de uno o méas
aminoacidos de una proteina SDF-1. Las inserciones de aminodcidos
son preferentemente de alrededor de 1 a 4 aminoacidos contiguos,

Yy las supresiones son preferiblemente de alrededor de 1 a 10
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aminodcidos contigues. La variante 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 expresiédn de las moléculas de acido
nucleico dentro de la invencidédn que muestra cambios silenciosos o

conservadores.

Los fragmentos de proteina SDF-1 que corresponden a uno o
mas temas y/o dominios particulares o a tamafios arbitrarios, se
encuentran dentro del alcance de la presente invencién. Las
porciones de peptidicas aisladas de las proteinas SDF-1 pueden
ser obtenidas mediante la revisidn de los péptidos producidos por
recombinacién del fragmento correspondiente del &cido nucleico
que codifique tales péptidos. Mas atn, los fragmentos pueden ser
sintetizados quimicamente mediante 1la utilizacidén de técnicas
conocidas en la materia tales como la convencional fase f-Moc o
t-Boc s6lida Merrifield. Por ejemplo, una proteina SDF-1 de 1la
presente invencién puede ser arbitrariamente dividida en
fragmentos de la longitud deseada sin ninguna coincidencia en los
fragmentos, 0 dividida preferiblemente en fragmentos que
coincidan y de una longitud deseada. Los fragmentos pueden ser

producidos por recombinacién y testeados para identificar a
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aquellos fragmentos de péptidos que pueden funcionar como

agonistas de la proteina SDF-1 nativa.

Las variantes de la proteina SDF-1 pueden también incluir
férmulas recombinantes de las proteinas SDF-1. Los polipéptidos
recombinantes preferidos por la presente invencién, en adicién a
la proteina SDF-1, son codificados por un @&cido nucleico que
puede tener al menos una identidad de secuencia del 85% con la
secuencia de Acido nucleico de un gen que codifica la proteina

SDF-1 de un mamifero.

Las variantes de la proteina SDF-1 pueden incluir férmulas
agonisticas de una proteina que expresa constitutivamente las
actividades funcionales de una proteina SDF-1 nativa. Otras
variantes de la proteina SDF-1 pueden incluir aquellas que son
resistentes a la divisién proteolitica, como por ejemplo, como
consecuencia de las mutaciones, que alteran las secuencias diana
de proteasa. Pronto se determinarda si un cambio en la secuencia
de aminoédcidos 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.
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Acidos nucleicos

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a las
moléculas de acido nucleico que codifica una proteina SDF-1 y
Adcidos nucleicos no nativos que codifican una proteina SDF-1.
Tales moléculas de Aacido nucleico pueden presentarse tante como
ARN o ADN ( por ejemplo, cADN, ADN genémico, y ADN sintético). El
ADN puede ser de cadena doble o de cadena simple, y si es de
cadena simple puede estar en la cadena de codificacién (sentido)
o en la cadena de no-codificacién (antisentido). La secuencia de
codificacién que codifica una proteina SDF-1 puede ser idéntica a
la secuencia de nucleétido exhibida en GenBank Accession Number
AF189724, GenBank Accession Number AF209976, GenBank Accession
Number L120029, GenBank Accession Number NM022177. También puede
ser una secuencia de codificacidén diferente que, como
consecuencia de la redundancia o la degeneracién del cédigo
genético, codifica el mismo peolipéptido como tales

polinucleétidos.

Otras moléculas de Acido nucleico que codifican SDF-1 dentro
de la invencidén son variantes de una SDF-1 nativa, como agquellas
que codifican fragmentos, andlogos y derivados de una proteina

SDF-1 nativa. Tales variantes pueden ser, por ejemplo, wuna
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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 mads bases. Por ejemplo, la secuencia de nucleétido de tales
variantes puede figurar una supresién, una adicién o una
sustitucién de uno o mas nucledtidos de un gen SDF-1 nativo. Las
inserciones de Acido nucleico son preferiblemente de entre 1 a 10
nucleétidos contigquos, y las supresiones son preferiblemente de

entre 1 a 10 nucleétido contiguos.

En otras aplicaciones, las proteinas SDF-1 de la variante
gque manifiestan cambios sustanciales en su estructura pueden
generarse mediante sustituciones de nucledétidos que provocan nada
menos que cambios conservadores en el polipéptido codificado.
Ejemplos de tales sustituciones de nucleétidos pueden ser
aquellos 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 la cadena secundaria del
aminoAdcido. Las sustituciones de nucleétidos que generalmente se
prevé dque produzca los cambios mAds significativos en 1las
propiedades proteinicas son aquellas que producen cambios no

conservadores en los codones. Aquellos ejemplos en los que los
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cambios de codones probablemente provoquen la sustitucién de (a)
un residuo hidrofilico, como la serina o la treonina, por (o
mediante) un residuo hidrofébico, como la leucina, la 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, 1la arginina o 1la
histidina, para (o por) un residuo electronegativo, como 1la
glutamina o la aspartina; o {(d) un residuo con una cadena
secundaria, como la fenilalanina, para (o0 por) uno que no posea

una cadena secundaria, como la glicina.

Las variantes alélicas que se producen naturalmente de un
gen SDF-1 nativo dentro de la invencién son &cidos nucleicos
aislados 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 en relacién con
la proteina SDF-1 nativa. Los homélogos a un gen SDF-1 nativo
dentro de la invencién son Acidos nucleicos aislados de otras
especies que 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

Acidos nucleicos a fin de identificar otras moléculas de Aacidos

439
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nucleicos con un elevado porcentaje { del 70 % o més) de

identidad de secuencia 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 la mano 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 o 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 un gen SDF-1 nativo, y aquellos

que codifican una proteina de fusién SDF-1.

Los 4cidos nucleicos que codifican fragmentos de un proteina
SDF-1 nativa incluidos en esta invencién son aquellos que
codifican los residuos de &4cido nucleico de una proteina SDF-1
nativa. Los oligonucledétidos mis cortos que codifican o
hibridizan con acidos nucleicos que codifican fragmentos de una

proteina SDF-1 nativa pueden ser utilizades como sondas,
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cebadores o moléculas antisentido. Los oligonucledétidos méas
largos que codifican o hibridizan con los &4cidos nucleicos gue
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 1la digestién enzimatica (como la
utilizaciétn de una enzima de restriccién) o por la degradacién
quimica del gen SDF-1 nativo de extensién completa de las

variantes del mismo.

Los Acidos nucleicos que hibridizan en condiciones rigurosas
a uno de los A&cidos nucleicos precedentes pueden ser también
utilizados en la presente invencién. Por ejemplo, incluimos en la
presente invencién, a aquellos 4cidos nucleicos que hibridizan a
unc de los Acidos nucleicos precedentes en condiciones de baja
rigurosidad, condiciones de rigurosidad moderada, o condiciones

de alta riqurosidad.

Las moléculas de acido nucleico que codifican a una protelna
de fusién SDF-1 pueden también ser utilizadas en la presente
invencién. Estos A4cidos nucleicos pueden ser utilizados para
preparar un constructo {( como un vector de expresién) que expresa

una proteina de fusién SDF-1 cuando es introducida en una célula
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diana apropiada. Por ejemplo, tal constructo puede generarse
mediante la ligadura de un primer polinucleétido que codifique
una proteina SDF-1 fusionada con un segundo polinucleétido que
codifique otra proteina, de manera tal que la expresién del
constructo en un sistema de expresién apropiado, produzca una

proteina de fusién.

Los oligonucleétidos de la presente invencién ADN o ARN o
mezclas quiméricas o derivados o versiones modificadas de los
mismos, de cadena simple o de cadena doble. Tales
oligonucledétidos pueden ser modificados en porcién de base,
porclién de azicar, o columna principal de fosfato, por ejemplo,
para mejorar la estabilidad de la molécula, la hibridizaciédn,
etcétera. Los oligonucledtidos incluidos en la presente invencioén
pueden ademds incluir otro grupo afladido 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 hibridizacién. A tal fin,
los oligonucledétidos 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 hibridizacién, etc.
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Expresién de SDF-1

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencidén, 1la
expresién de SDF-1 en el miocardio infartado puede ser
sobreregulada mediante el transplante de células biocompatibles
sobre el tejido del miocardio infartado. El1 transplante de
células al miocardio infartado sobrerequla la expresién de 1la
proteina SDF-1 al miocardio infartado. Se observdé una
sobreregulacién de la proteina SDF-1 en el miocardio infartado
después de alrededor de una hora de haberse realizado el
transplante de c¢élulas al miocardic a menos de siete dias

transcurridos al transplante.

Ejemplos de este tipo de células que se pueden transplantar
en un miocardio infartado incluyen células coronarias cultivadas,
mioblastos &éseos, fibroblastos, células de masculo 1liso, ¥y
células derivadas de médula oésea. 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 biocompatibilidad de las células para el transplante vy

minimizar la posibilidad de rechazo.
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Las células preferidas para un transplante dentro del
miocardio infartado son los mioblastos 6éseos. Los mioblastos
mantienen el potencial regenerativo del misculo &seoc durante
periodos de estrés, se prolifera y diferencia en miotubos,
formando finalmente fibras musculares capaces de contraerse. Los
mioblaétos implantados en el miocardio sufren una formacién
miotubular, se retira del ciclo celular y permanece viable,
Algunos estudios funcionales han demostrado un mejoramiento en la
contractilidad regional y resistencia con posterioridad al

transplante en el miocardio.

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

dentro del miocardio infartado del sujeto.

Las células cultivadas pueden ser transplantadas en el
miocardio infartado llevando a cabo las técnicas conocidas de

transplantes. Por ejemplo, se puede inyectar una suspensién de
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células cultivadas utilizando una jeringa de tuberculina sobre el

tejido de miocardio infartado.

Alternativamente, la expresién de la proteina SDF-1 puede
ser sobreregulada mediante la introduccién de un agente en las
células diana que eleva la expresién de la proteina SDF-1. Las
células diana pueden incluir células que se encuentren dentro del
miocardio infartado o células ex vivo, tales como mioblastos
6seos derivados de si mismo o fibroblastos, que han sido

extraidos del sujeto.

De acuerdec con la presente invencidén, y como ya se ha
detallado anteriormente, el agente puede abarcar acidos nucleicos
naturales ¢ 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 y secuenclas capaces de hacer la transcripcién y
traduccién de una secuencia que codifica un polipéptido en una

determinada célula diana.

También pueden introducirse otros agentes a las células

diana para elevar los niveles de proteina SDF-1 en el tejido



diana. Por ejemplo, los agentes que elevan la transcripcién de un
gen codificando la proteina SDF-1 elevan la traduccién de un mARN
codificando la proteina S$DF-1, y/o aquellos que disminuyen la
degradacién 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 exdégeno en direcciédn del gen
que codifica la proteina SDF-1. También se pueden utilizar

elementos que facilitan la expresién de un gen heterdélogo.

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

vive o in vitro.

Un método de terapia de genes utiliza un vector que incluye
un nuclebdtido que codifica una proteina SDF-1. Un “vector” ( al
que nos referimos como distribucién de genes o “vehliculo” de
transferencia de genes) se refiere a una macromolécula o complejo

de moléculas que contienen un polinucleétido que sera enviado a
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una célula diana, ya sea in vivo o in vitro. El polinucleétido
que serd 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”),
virus asoclados con los adenovirus (AAV) y retrovirus),
liposomas, y otros complejos gque contienen 1lipidos, y otros
complejos macromoleculares capaces de mediar la distribucién de

un polinucledétido a una célula diana.

Los vectores también pueden contener otros componentes o
funcionalidades que modulan mas aGn la distribucién del gen y/o
expresién del gen, o0 que en caso contrario suministran
propiedades beneficiosas a las células diana. Tales otros
componentes incluyen, por ejemplo, componentes que influyen en la
unién u objetivo de las células { incluyendo componentes gque
interfieren en la unién de tipo celular o de tejido especifico):
componentes gque influyen en la respuesta del &cido nucleico
vector a través de la célula; componentes que influyen en la
localizacién de un polinucleétido dentro de 1la célula con
posterioridad a la respuesta ( tales como agentes que interfieren
en la localizacién nuclear); y componentes que influyen en la
expresién de los polinuclebétidos. Tales componentes también

podrian incluir indicadores, tales como marcadores detectables o
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selectivos que pueden utilizarse para detectar o seleccionar
células que han tomadas y se encuentran expresando el Aacido
nucleico entregado por el vector. Estos componentes pueden ser
provistos com¢ una caracteristica natural del vector (asi como el
uso de ciertos vectores virales gque tienen componentes o
funcionalidades de mediacién respecto de la unién y la emisiédn de
una respuesta), o los vectores pueden ser modificados a fin de

suministrar tales funcionalidades.

Los marcadores de seleccién pueden ser positivos, negativos o
bifuncionales. Los marcadores seleccionables positivos permiten
la seleccién de células llevando el marcador, mientras que los
marcadores seleccionables negativos permiten que 1las células
lleven el marcador para ser selectivamente eliminado. Se ha
descrito una variedad de 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.
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Los vectores que se utilizan en 1la presente invencién
incluyen vectores virales, vectores basados en lipidos, y otros
vectores capaces de distribuir un nucleétido de acuerdo con 1la
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
uso en la presente invencién, son aquellos que exhiben un bajo
grado de toxicidad a una célula diana e induce a la produccidn de
cualidades terapéuticas ttiles 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 promotor factiblemente
unido a un gen que codifica la proteina SDF-1 y no tiene

replicacién en humanos.

Para el uso en 1la presente invencién se prefiere los
vectores del adenovirus ya que ellos (l) son capaces de una

expresién altamente eficiente de genes en c¢élulas diana y (2)
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pueden acomodar una Lahtidad relativamente grande de ADN
heterélogo (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) la supresiédn de todas las secuencias de
codificacién wviral, o de la mayoria de ellas ( aquellas
secuencias que codifican las proteinas virales), (2) la terminal
viral invertida repite (ITRs) que son secuencias que se requieren
para la replicacién de ADN wviral, (3) hasta 28-32 kb de
secuencias exédgenas 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
egspecificamente, 1las variantes que se privilegian de tales
vectores de adenovirus recomblinante contienen intensificadores
especificos de tejlidos ( como el cardiomiociteo}) y promotores

operablemente unidos a un gen SDF-1.

Los vectores basados en AAV son beneficiosos, ya que exhiben
una elevada eficiencia respect-:o de la transduccién de células
diana y pueden integrarse al genoma diana de una forma
especifica. La utilizacién de los vectores AAV estda discutida en

detalle en Tal, J., J. Biomed. Sci. 7: 279-291, 2000 y Monahan
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and Samulski, Gene Teraphy 7:24-30, 2000. Un vector AAV
preferiblemente comprende un par de repeticiones de terminales
ARV 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
dcido 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 genoma diana.

Otros vectores virales que pueden ser utilizados de acuerdo
con la presente invencidén incluyen vectores (HSV) basados en
virus de herpes simple. Los vectores HSV eliminados de uno o mas
genes tempranos inmediatos (IE) son Dbeneficiosos ya que
generalmente no son citotéxicos, persisten en un estado similar a
la latencia en las células diana, y soportan una transduccién
eficiente de células diana. lLos vectores recombinantes HSV pueden
incorporar aproximadamente 30 kb de acido nucleico heterbflogeo. El
vector HSV que se prefiere es uno que: (l) 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 a&cido nucleico SDF-1. Los vectores
amplicon HSV también pueden ser Gtiles en varios métodos de 1la

invencién. Cominmente, los vectores amplicon HSV tienen
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aproximadamente 15 kb de longitud, y poseen un origen viral de

secuencias de replicacién y 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 murinos (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 heterélogc (terapéutico) en
lugar de los genes virales. E1 ADN heterélogo 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 ligande 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 Miyoshl et al., J. Virol. 72: 8150-8157, 1998. Los
vectores de lentivirus son beneficiosos en el sentido gque son

capaces de infectar tanto a células de divisién activa como a
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¢células sin divisién. También son altamente eficientes en

traducir células epiteliales humanas.

Los vectores de lentivirus que se utilizan en la presente
invencién pueden derivar de lentivirus humanos ¢ no humanos
(incluyendo SIV). Los vectores de lentivirus gque se prefieren
incluyen secuencias de 4cido nucleico requeridos para 1la
propagacién vectorial asi como también un promotor de tejido
especifico ( por ejemplo, miocardio) operablemente unido a un gen
SDF-1. Los que 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
capsida de lentivirus adecuada. La sustitucién de una proteina de
particula con otra de un virus diferente se denomina
“pseudotipeo”. La cédpsida 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 vector alto y da como
resultado una mayor estabilidad de las particulas virales del

vector:
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Los vectores basados en alfavirus, tales como aquellos
generados de los virus semliki forest (SFV) y los virus sindbis
{(SIN), también pueden ser utilizados en la presente invencién. lLa
utilizacién de los alfavirus esta descripta en Lundstrom, K.,
Intervirology 43:247-257, 2000 y Perri et al., Journal of
Virology 74:9802-9807, 2000. Los vectores de alfavirus
normalmente estdn construides en un formato que 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 4cido nucleico heterdlogo que codifique un &cido nucleico
SDF-1. Dentro de un replicon alfavirus, el acido nucleico
heterdlogo puede estar operablemente unide 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 expresién genética heterébloga (terapéutica), y 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 despliegque de un ligando
heterdlogo 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 unién cognado. Los replicons de
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alfavirus pueden establecer latencia, y por ende expresién de
dcide nucleico heterflogo de largo plazo. Los replicons pueden
también exhibir expresién de &cido nucleico heterdlogo en 1la
célula diana. Un vector de alfavirus o replicon que se prefiere

es el no-citofatico.

En muchos de los vectores virales compatibles con los
métodos de la presente invenciédn, se puede incluir mAs de un
promotor en el vector para permitir que mas de un gen heterdlogo
sea expresado por el vector. Mas ain, el vector puede éomprender
una secuencia que codifique un péptido de sefial u otra porcién
que facilite la secrecién de un producto del gen SDF-1 a partir

de la célula diana.

Para combinar las propiedades beneficiosas de dos sistemas
de vectores virales, pueden utiliz;rse los vectores virales
hibridos para transportar un Acido 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 Molecular Cloning: A laboratory
manual. Cold spring Harbor, N.Y. o0 en cualquier nimer¢ de manual

de laboratorio que analice la tecnologia de ADN recombinante.
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Para transducir células, se pueden utilizar genomas AAV de doble
cadena en las cépsidas adenovirales que contienen una combinacién
de AAV y ITRs adenoviral. En otra variacién, 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 estdn analizados en Lieber et al., J. Virol.
73:9314-9324, 1999. Los vectorea hibridos de adenovirus/
retrovirus estdn analizados en Zheng et al., Nature Biotechnol.
18:176-186, 2000. Los genomas retroviraleas contenidos en un
adenovirus se pueden integrar dentro del genoma de la célula

diana y provocar una expresién estable del gen SDF-1.

También se contemplan otros elementos de la secuencia de
nucledtidos que facilitan 1la expresién del gen SDF-1 y 1la
clonacién del vector. Por ejemplo, la presencia intensificadores
en direccién al promotor o terminadores en direccién descendiente
hacia de la regidén de codificaclidn, por ejemplo, pueden permitir

la expresién.

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

(MLCzy) liviana de la miosina ventricular izquierda o 1 cadena
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{(MHC) pesada de miosina, puede fusionarse a un gen SDF-1. Por
medio de la fusidén, estos promotores de tejido especifico que se
encuentran dentro del constructo adenoviral, 1la expresién
transgénica se limita a los cardiomiocitos ventriculares. Se
puede determinar la eficacia de la expresiédn de los genes y el
grado de especificidad provisto por los promotores de tejido
especifico, mediante 1la wutilizacién del sistema adenoviral
recombinante de la presente invencién. La expresién especifica
cardiaca (es decir, especifico de tejido de miocardio) es bien
conocida en la materia (J. Biol. Chem., 267: 15875-15885, 1992).
También pueden wutllizarse otros promotores, tales como el

promotor troponina- C.

La utilizacién de promotores de tejidec especifico dirigidos
dnicamente a los cardiomiocitos (es decir, sin la expresidn
concomitante en las células endoteliales, 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 la
proteina SDF-1 para el tratamiento terapéutico. Limitar 1la
expresién de los cardiomiocitos también resulta beneficioso en
cuanto a la utilidad de la transferencia de genes para el
tratamiento de CHF. Mas aln, los cardiomiocitos posiblemente

suministren la expresién transgénica mds grande vya que las
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células no sufren un répido movimiento; la expresién entonces no
disminuiria a partir de la divisién celular y la muerte como

ocurriria con las células endoteliales.

Los promotores especificos endoteliales ya sSe 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 revislén respecto de
los métodos no virales de transmisién de genes. El1 método no
viral de transmisién de genes que se prefiere de acuerdo con la
presente invencién utiliza un ADN pliasmido para intreducir un
dcido nucleico SDF-1 dentro de 1la célula. Los métodos de
transmisién de genes basados en plasmldos son bien conocidos en

la materia.

Se pueden designar moléculas de transferencia de genes
sintéticos para formar agregados multimoleculares con ADN
plésmido {es decir, obteniendo una secuencia de codificacién SDF~

1 operablemente unida al promotor especifico de miocardio).
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Estos agregados pueden ser designados para unirse a la célula

diana ( es decir, cardiomiccitos).

Pueden utilizarse anfifilos catidnicos, incluyendo
lipopoliaminas y 1lipidos catiénicos, para suministrar una
transferencia de acido nucleico SDF-1 independiente del receptor
a las células diana ( a saber, cardiomiocltos). MAs aln, los
liposomas catidnicos preformados o lipidos catidénicos pueden ser
mezclados con los ADN plasmidos para generar complejos para
transfecciédn celular. Los métodos que involucran formulacicnes de
lipidos catidnicos se encuentran en Felgner et 2l, Ann. N.Y.
Acad. Sci. 772:126-139, 1995 y Lasic and Templeton, Adv. Drug
Delivery Rewv, 20:221-266, 1996. Para la transmisién de genes, el
ADN también puede asociarse a un péptido catiétnico (Fominaya et

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

De acuerdo con la presente invencién, también pueden
utilizarse los métodos que involucran tanto componentes virales
como ne virales. Por ejemplo, un plasmido basado en el virus
Epstein Barr (EBH) para la transmisiédn terapéutica del gen esté
analizado en Cui et al, Gene Therapy 8:1508-1513, 2001. mas aun,

en Curiel, D. T., Nat. Inmun. 13: 141-164, 1994, se describe un
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método que involucra un adjunto policatiénico/ ligando/ ADN unido

a un adenovirus.

Los vectores gue codifican la expresién de SDF-1 pueden ser
transmitidos a la c¢élula diana mediante wuna preparacién
inyectable que contiene un portador farmacéuticamente aceptable,
como solucién 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
inyeccién intra coronaria directa wutilizando wuna Jjeringa
tuberculina con guia fluoroscépica, en cantidad suficiente 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 miocardio infartado, es posible tener como objetivo
el gen con bastante efectividad y minimizar la pérdida de los

vectores recombinantes.

Este tipo de inyeccidén permite la transfecciédn local de una
cantidad deseada de células, especialmente los cardiomiocitos, en

el miocardio afectado, maximizado asi la efectividad terapéutica
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de la transferencia de genes y minimizando la posibilidad de una
respuesta inflamatoria a las proteinas virales. Se puede.utilizar
un promotor especifico de cardiomiocito, por ejemplo, para
permitir con seguridad una expresién limitada a 1los
cardiomiocitos. Asi, la transmisién de los tranagenes en este
caso puede resultar en una expresién de genes objetivo, 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
dcldo nucleico SDF-1 transfectado en las células puede estar
operablemente unido a cualquler secuencia regulatoria adecuada,
incluyendo un promotor especifico de miocardio Yy un

intensificador.

Las células diana transfectadas luega pueden ser
transplantadas al miocardio infartado como bien se conoce en las
técnicas de transplante, tales como la inyeccién intra coronaria
directa utilizande una jeringa tuberculina. Si en primera

instancia se transfecta las células diana in vitro y luego se le
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transplanta las «células diana transfectadas al miocardio
infartado, la posibilidad de una respuesta inflamatoria en el
miocardioc infartado se encuentra minimizada en comparacién de la

inyeccién directa del vector en el miocardio infartado.

Los Acidos nucleicos SDF-1 presentes en la invencién pueden
ser expresados durante cualquier duracién de tiempo apropiado
dentro de la célula diana, incluyendo la expresién pasajera y la
expresién estable a largo plazo. En una incorporacién preferida,
el Acido nucleico SDF-1 serd 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 bien se conoce en el campo de la medicina, la dosis para
cualquier animal o humano dependerd de muchos factores,
incluyendo el tamafio del sujeto, el &rea 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 dosis
especificas de proteinas, Acidos nucleicos o pequefilas moléculas

pueden ser rapidamente determinadas por un experto en la materia



mediante la utilizacién de los métodos experimentales dque 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 expresién de la proteina SDF-1 puede ser a
largo plazo, como sucede cuando el miocardio infartado es
transfectado con un vector codificador de la proteina SDF-1 o
cuando se transplanta una célula transfectada con un vector

codificador de la proteina SDF-1 en el miocardio infartado.

La expresién de SDF-1 a largo plazo es beneficiosa 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 neutréfilo, que podria
provocar efectos negativos en el periodo peri- quirirgico, pero
no en los dias o semanas posteriores. Mas adun, la expresidn de la
proteina SDF-1 de sobreregulacién crénica o a largo plazo en la
expresién de la proteina SDF-1 podria dar lugar a midltiples

intentos respecto de 1la movilizacién de 1las células madre.
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Ademis, la sobreregulacién 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 movilizaclédn por parte de las células madre.
La movilizacién de las células madre

De acuerdeo con otro aspecto de la presente invencién, 1la
concentracién de células madre en la sangre periférica del sujeto
puede aumentar 9i se le administra un agente inductor de 1la
movilizacién de las células madre hacia la sangre periférica del
sujeto. Las células madre pueden ser movilizadas hacia la sangre
periférica del sujeto a fin de elevar la concentracién de células
madre en el sujeto periférico mediante la utilizacién de un
nimero de agentes. Por ejemplo, para elevar el nimero de células
madre de 1la sangre periférica de un mamifero, se le puede
administrar un agente que induce a que las células madre se
movilicen desde la médula ésea. Se conoce un gran nimerc de esos
agentes e incluyen citocinas, tales como el factor de
estimulacién de colonia de granulocito (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 Grofl, y los
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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 luego de la sobreregulacién
de la expresién SDF-1 en el miocardio infartado. El1 agente
movilizador, sin embargo, puede ser administrado antes de que la

expresién SDF-1 sea sobreregulada.

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 jpg/ kg por dia

durante un tiempo de entre 5 a 10 dias. El1 agente G-CSF se

administra luego de que se sobrerequle la expresién SDF.

Alternétivamente, comc sSe conoce en la materia, la
concentracién de células madre en la sangre periférica puede
aumentar a partir de la inyeccién de células madre especializadas

en la sangre periférica (a saber, MAPC's).
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De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, el
FCEV expresado en el miocardio 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 con 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 la presente invencién
incluyen FCEV-1 (también conocido como FCEV-A) y otros FCEV'1,
tales como FCEV-2 (FCEV-C), FCEV-3 (FCEV-B), FCEV-D, FCEV-E, ¥y
factores de crecimiento placental estructuralmente homélogos. Las
isoformas conocidas de FCEV-1 incluyen 121, 138, 162, 165, 182,
189, vy 206 aminoAdcidos. Estas iscoformas estdn 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 la presente invencidén es el

FCEV-165. También se pueden utilizar de acuerdo con la presente
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invencién, otras isoformas de FCEV-1 y otros homélogos de FCEV

que no se mencionan.

El FCEV de la presente invencién puede tener una Secuencia
de aminodcidos idéntica a la del FCEVs anterior. El1 FCEV de 1la
presente invencién 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 &4cido nucleico que se produce naturalmente
que codifica un FCEV de mamifero que se produce naturalmente), un
polipéptido codificado por una uniédn 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 mas aminodcidos. La secuencia de
péptidos de tales variantes puede figurar una supresidén, adicién
o sustitucién de uno o mds amino&cidos de un FCEV nativo. Es
preferible gque las inserciones de aminodcidos sean de
aproximadamente 1 a 4 aminodcidos contiguos, y las supresiones de
entre 1 a 10 aminoAcidos contiguos. El FCEV de la variante, de

acuerdo con la presente invencién, mantiene sustancialmente una
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actividad funcional de FCEV nativo. Es preferible que las
variantes de la proteina FCEV puedan ser realizadas mediante la
expresién de una molécula de 4&cido nucleico dentro de la

invencién que figuren cambios silenciosos o conservadores.

Los fragmentos de FCEV correspondientes a uno o mids motivos
particulares y/o dominios o a tamafios arbitrarios, se encuentran
dentro del alcance de la presente invencién. Al examinar 1los
péptidos producidos por recombinacién se pueden obtener
porciones aisladas de peptidilo de FCEV del fragmento del &cido
nucleico que codifique tales péptidos, M&s aln, los fragmentos
pueden ser quimicamente sintetizados mediante la utilizacién de
técnicas conocidas en la materia, como por ejemplo la base sélida

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 invencién, ademids de la proteina FCEV, son codificados
por un A4cido nucleico que tiene al menos una identidad de
secuencia del 85% con una secuencia de 4cido nucleico de un gen

que codifica un FCEV de un mamifero.
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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 activ_idad
funcional FCEV, se podrd determinar si un cambio en la secuencia
de aminodcidos de un péptido puede resultar en una variante de

una o mas actividades funcionales de un FCEV.

Acidos Nucleicos FCEV

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a las
moléculas de acido nucleico que codifican dcidos nucleicos FCEV y
no nativos que codifican un FCEV de mamifero. Estas moléculas de
dcido nucleico pueden presentarse como ARN o ADN (por ejemplo,
cADN, ADN gendmico, y ADN sintético). E1l ADN puede ser de cadena
doble o simple, y si es de cadena simple puede ser la cadena de

codificacién (sentideo) 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 derivados de un FCEV nativo.

6

Lo
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Estas variantes pueden ser, por ejemplo, una variante alélica que
se produce naturalmente de un gen FCEV, un homélogo de un gen
FCEV, o una variante que no se produce naturalmente de un gen
FCEV nativo. Estas variantes cuentan con una secuencia de
nucledétido que difiere del gen FCEV nativo en una o mas bases.
Por ejemplo, la secuencia de nucleétido de tal variante puede
figurar una supresién, una adicién o una sustitucién de uno o mas
nucledtidos del gen nativo FCEV. Es preferible dque las
inserciones de &cido nucleico sean de entre 1 a 10 nucleébdtidos, y

las supresiones sean de entre 1 a 30 nucleédétidos contiguos.

En otras aplicaciones, los cambios sustanciales manifestados
por el FCEV de la variante respecto de su estructura, pueden ser
generados si se llevan a cabo sustituciones de nucleétidos que
provoqﬁ;n nada menos gue cambios conaervadores en el polipéptido
codificado. Ejemplo de tales sustituci;nes de nuclebdtidos son
aquellas que producen cambios en (a) la estructura de la médula
6sea péptica; (b) la carga de hidrofobicidad del polipéptido; o
(c) la mayor parte de una cadena secundaria de aminoicidos. Las
sustituciones de nucleétidos gque generalmente se espera que
produzcan los cambios mas importantes en las propiedades
proteinicas son aquellos que inducen cambios no conservadores en

codones. Son ejemplos de cambios de codones gque posiblemente
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produzcan cambios mayores en la estructura proteinica aquellos
que provocan la sustitucién de (a) un residuo hidrofilico, por
ejemplo, la serina o la treonina, para (0o por) un residuo
hidrofébico, como la leucina, la iscleucina, la fenilalanina,
valina o alanina; (b) una cisteina o prolina para (o por)
cualquier otro residuo; (c) un residuo con cadena secundaria
electropositiva, como la lisina, arginina, o histidina, para (o
por} un residuo electronegativo, come la glutamina o 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 &cidos nucleicos aislados
del tejido de un mamifero, con al menos una sSecuencia de
identidad del 75% <con un gen FCEV nativo, vy codifican
polipéptidos que tienen una estructura similar al FCEV nativo.
Los hombélogoa de un FCEV nativo que estin comprendidos en 1la
presente invencién son 4cidos nucleicos aislados de otras
especies que tienen por lo menos una secuencla de identidad del
75% con un gen nativo, y codifica los polipéptidos con una
estructura similar al FCEV nativo. Se pueden buscar las bases de

datos de los &4cidos nucleicos, ya sean piblicas o registradas, a
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fin de identificar otras moléculas de é4cido nucleico con un
elevado porcentaje de identidad de secuencia para un gen FCEV

nativo.

Las variantes FCEV que no se producen naturalmente son
dcidos nucleicos que no se producen naturalmente {(por ejemplo,
estdn producidos por la mano del hombre}, y tienen una secuencia
de ldentidad de al menos un 75% con un gen FCEV nativo, vy
codifican polipéptides con una estructura similar al FCEV nativo.
Como ejemplos de variantes de genes FCEV no naturales se puede
mencionar a aquellas que codifican un fragmento de un FCEV
nativo, aquellas que hibridizan a un gen FCEV nativo © a un
complemento de un gen FCEV nativo en condiciones de rigurosidad,
aquellas que comparten un 65% de la secuencla de identidad con un

gen FCEV nativo, y agquellas que codifican un FCEV.

Los acidos nucleicos que codifican fragmentos de FCEV
contenidos en la presente invencidtn son aquellos que codifican
residuos de amino&cidos de un FCEV nativo. Los oligonucledtidos
mids cortos que codifican o hibridizan con &cidos nucleicos que
codifican fragmentos de un FCEV nativo pueden ser utilizados
como moléculas antisentido, cebadores o sondas. Los

polinucleétidos mas grandes que codifican o hibridizan con &acidos
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nucleicos que codifican fragmentos de un FCEV nativo también
pueden ser utilizados en varios aspectos de 1la presente
invencién. Los 4dcldos nucleicos que codifican fragmentos de un
FCEV nativo pueden producirse a partir de la digestién enzimitica
(por ejemplo, utilizando una enzima de restriccién) o de 1la
degradacién quimica de la extensién maxima del gen FCEV nativo o

de las variantes del mismo.

En la presente invencién tambilién pueden utilizarse los
dcidos nucleicos que hibridizan en c¢ondiciones rigurosas los
dcidos nucleicos mencionados. Por ejemplo, pueden estar
comprendidos en la presente invencién, los acidos nucleicos que
hibridicen a uno de los 4&acidos nucleicos mencionados en
condiciones de minima rigurosidad, condiciones de rigurosidad

moderada, o condiciones de una rigurosidad elevada.

Las moléculas de Acide 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 expresién) 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 polinucleétido que codifique un FCEV fusionado con un
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secundo polinucleétido que codifique otra proteina, de manera que
la expresidén del constructo en un sistema de expresién adecuado

produce una proteina de fusién.

Los oligonucleétidos comprendidos en la 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 oligonucleétidos pueden ser modificados en la porcién de la
base, porcién de azlcar o columna principal de fosfato, por
ejemplo, para mejorar la establlidad de la molécula, 1la
hibridizacién, etcétera. Los oligonucleétidos comprendidos en
esta invencién pueden ademds incluir otro grupo adicional, como
los péptidos (por ejemplo, para tener como objetivo receptores
celulares in wvivo), o agentes que faciliten el transporte a lo
largo de la membrana celular. A tal fi;1, los oligonucleétidos
pueden conjugarse a otras moléculas, por ejemplo, un péptido, un
agente de unién recliproca desencadenado por la hibridizacién,
agentes de transporte, agentes de descomposicidn desencadenados

por la hibridizacién.

Expresién FCEV
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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 que estén dentro
del miocardio infartadeo o células ex vivo, tales como mioblastos
o fibroblastos, que son transplantados en los tejidos del
miocardio infartado con 1la posaterior introduccién 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
sobreregulacién de la proteina SDF-1 o transfectada con una

proteina SDF-1 que codifique el vector.

El agente puede comprender Acidos 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 replicacibén y secuencias capaces
de producir transcripcién y traduccidén de una secuencia de

codificacién de polipéptidos en una determinada célula diana.
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También se pueden introducir otros agentes a las células
diana a fin de elevar los niveles de FCEV en el tejido diana. Por
ejemplo, los agentes que aumentan la transcripecién de un gen que
codifica FCEV; elevan la traduccién de un mARN que codifica un
FCEV, y/o aqguellos que aumentan el grado de degradacién de un
mARN que codifica FCEV podrian ser utilizados para elevar los
niveles de FCEV. AR 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 heterdlogo.

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 invencidén, puede ser
utilizada para expresar FCEV a partir de una célula diana in vivo

o in wvitro.

Un método preferido de terapia de genes involucra la
utilizacién de un vector que incluye un nucledtido que codifica
FCEV. Podemos incluir algunos ejemplos de vectores due pueden
utilizarse, como por ejemplo, vectores virales (como adenovirus

(Ad), virus asociados con virus adenovirus (AAV), y retrovirus),
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liposomas, y otros complejos que contienen 1lipidos, y otros
complejos macromoleculares capaces de mediar la transmisién de un

polinucleétido a una célula diana.

Los vectores tamblén pueden abarcar otros componentes o
funcionalidades que modulan atn mis la transmisién de genes y/o
la expresién de genes, o0 que en caso contrario suministran
propiedades beneficiosas para las 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 1la célula; componentes que influyen en 1la
localizacién de los polinuclebétidos dentro de la célula luego de
la toma ( tales como agentes que median la localizacién nuclear);
y componentes que influyen en la expresién de los
polinucleétidos. Estos componentes también pueden incluir
marcadores, tales como marcadores de deteccién o seleccién que
pueden ser utilizados para detectar o seleccionar células que han
gque han sido utilizadas y estdn expresando el 4cido nucleico
transmitido por el vector. Estos componentes pueden ser provistos
como una caracteristica natural del vector (como el uso de

ciertos vectores virales que poseen componentes de
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funcionalidades que median la unién y utilizadas), o los vectores

pueden ser modificados para suministrar tales funclonalidades.

Los marcadores de seleccién pueden ser positivos, negativos
o bifuncionales. Los marcadores de seleccidén positivos permiten
la seleccién 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 una dosis adicional de control gque
puede resultar beneficioso en los contextos de terapia de genes.
Se conoce una gran variedad de estos vectores y en general estén

disponibles.

De acuerdo con la presente invencién, los vectores que se
utilizan en la expresién de FCEV de la presente invencién
incluyen vectores virales, vectores basados en lipidos y otros
vectores capaces de enviar nucleétido 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 baja toxicidad a la célula diana e
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inducen 1la produccian de cantidades Gtiles de FCEV en, términos

terapéuticos, de una forma especificamente tisular.

Los vectores que aqui se prefieren derivan del adenovirus
(Ad) o wvirus asociadc a adenovirus (AAD). Tanto los vectores
virales humanos como los no humanos pueden ser utilizados pero es
preferible gque el vector viral recombinante sea con replicacién
defectuosa 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 replicacién defectuosa en humanos. También pueden
utilizarse otros vectores que incluyen vectores virales o no

virales conocidos en la materia y descriptos anteriormente.

En muches de 1los vectores virales compatibles con los
métodos de la invencién, se puede incluir mads de un promotor en
el vector para permitir que el vector exprese mas de un gen
heterbdlogo. Més aiGn, el vector puede comprender una secuencia gque
codifique un péptido de seftal u otra porcién que facilite 1la

secreclién de un producte 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 &cide nucleico FCEV al tejido diana (por ejemplo,
miocardio). También se contemplan otros elementos de la secuencia
de nucledétidos que permiten la expresitn del gen FCEV y la
clonacién del vector. Por ejemplo, la presencia de
intenaificadores en direccidén al promotor o de terminadores de
direccién descendiente a la regién de codificacidén puede permitir
la expresién. En los vectores de la presente invencién, la
presencia de elementos que intensifican la expresién de FCEV
especifica de miocardio también puede resultar Gtil para 1la

terapia de genes.

En la presente invencién también se contempla la utilizaciédn
de promotores especificos de los tejidos para la célula objetivo.
Mediante la fusién, por ejemplo, las secuencias de control de
transcripcién especificas de los tejidos de la cadena-2 (MLC2v)
liviana 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 expresién del transge_n a los

¢
miocitos cardiacos ventriculares.

Se cree que mediante la utilizacién de los promotores MLC2v
y MHC y la transmisién del transgen in viveo, el cardiomiocito

solo (que <carece de expresién concomitante en células
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epiteliales, células de miGsculos lisos, y fibroblastos en el
corazdn)suministrard una expresién adecuada de una proteina
angiogénica, como la FCEV-165 para promover la angiogenesis. La
limitacién de la expresién a los cardiomiocitos también puede
traer ventajas concernientes a la utilidad de la transferencia
del gen para el tratamiento de alteraciones coronarias
congestivas. Si se le limita la expresién al corazén, se evitan
efectos potencialmente perjudiciales de angiogénesis en tejidos
no cardiacos. Mas aln, de las células del corazén, el miocito
posiblemente suministre la expresién transgénica mis extensa ya
que las células no pueden sobrellevar un rdpido movimiento; la
expresién entonces no disminuiria como consecuencia de la
divisiétn celular y la muerte como si podria ocurrir con las
células endoteliales. Los promotores especificos endoteliales

estdn disponibles para este objetivo.

Mediante la utilizacién de sistemas de promotor requlable
por drogas { por ejemplo la tetraciclina), puede iniciarse 1la
expresién de SDF-1 con o sin la movilizacién de la célula madre
en tiempo remoto de los procedimientos precutdneos o quirtdrgicos
necesarios para la implantacién de células disefladas o vectores

genéticos. Ello podria permitir la recuperacién de los tejidos de
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miocardio o no miocardiales antes de producirse un aumento en la

cantidad de células madre que circulan.

AdemAs 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 invencidn,
un método de transmisiédn de genes no virales utiliza ADN plasmido
para introducir un dcido nucleico FCEV en la célula. Los métodos
de transmisidén 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
pldsmido 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, 200l1l. Ademas, en Curie%, 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 expresién de FCEV pueden ser
enviados a la célula diana en forma de preparacién inyectable que
contenga un portador farmacéuticamente aceptable como solucidn

salina, por ejemplo, como sea necesario. También se pueden
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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
inyeccién intra coronaria directa mediante la utilizacién de una
jeringa tuberculina con guia fluoroscébpica, en cantidades.
suficientes como para que FCEV se exprese a un grado que permita
la realizacién de una terapia altamente efectiva. Al inyectar el
vector directamente dentro del tejide de miocardlo 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 transfeccidén local de una
cantidad deseada de células, en especial miocitos cardiacos, en
el miocardio afectado, maximizande de esta manera la eficacia
terapéutica de 1la transferencia de genes, y minimizandeo la
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 segura limitada a los cardiomiocitos. Asi, 1la
transmisién de los transgenes en este caso puede resultar en una

expresién de gen objetivo en, por ejemplo, las células del
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ventriculo izquierdo. También se pueden utilizar otras f@cnicas
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 inyeccién
directa al medio de cultivo, donde la célula diana es una célula
de cultivo que luego sera transplantada en el miocardio
infartado. Un 4cido nucleico FCEV transfectado en las células
puede estar unido operablemente a cualquier secuencia regulatoria
apropiada, incluyendo un promotor especifico de miocardic y un

intensificador.

Las células diana transfectadas pueden entonces ser
transplantadas al miocardio infartado mediante la utilizacién de
las técnicas conocidas de transplante, tales como la inyecciédn
intra coronaria directa mediante una jeringa tuberculina. Si en
primer 1lugar 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 miocardio infartado.

El FCEV de 1la presente invencién puede ser expresado a

través de cualquier medida de tiempo apropiada, incluyendo la
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expresidén pasajera y expresién estable a largo plazo. En una
incorporacién preferida, el &cido nucleico SDF-1 serd expresado
en cantidades terapéuticas por una porcién apropiada y definida

de tiempo.
Ejemplos

La presente invencién se encuentra aiun mas ilustrada a
través de los sigquientes ejemplos especificos. Los ejemplos son
suministrados a modo de ilustracién y bajo ningdn concepto deben
interpretarse a fln de limitar el alcance o el contenido de 1la

invencién

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

semanas después de IM

A fin de afirmar si la movilizacién 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 pg/kg/ por dia durante 5 dias, via

inyeccién i.p), como solucidn salina. La sangre extralda 5 dias
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después de haberse iniclado la terapia G-CSF a fin de verificar

la estimulacién medular, reveld una triplicacién en el conteo de
leucocitos con G-CSF (37,3 + 5,3 células/pl) comparado con 1la

terapia de solucién salina (11,8 + 4,0 células ul). Al comienzo
del dltimo dia se comenzé a dosificar 5-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 Figuras 1 {(a y b) muestran, respectivamente, la cantidad
de células BrdU- positivas dentro de la zona infartada (a) y la
fracci6bn de reduccién (b) a los cuatro dia de dosificacién de
salina o G-CS5F ( 12 semanas posteriores a la ligadura LAD). Los

conteos celulares son células por mm2. Los datos representan los

promedios * s.d. n=6-8 de cada grupo.

La administracién de G-CSF 2 meses después de la ligadura
LAD no produjo un incrementoc en la cantidad de células positivas
BrdU dentro de la zona infartada (ilustracién 1la) ni condujo a
una regeneracién de miocardic significativa determinada por la
falta de angiogenesis o células positivas de la miosina cardiaca

dentro de la zona infartada (los datos mostrados). Doce semanas
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después de 1la litigacién LAD estos animales demostraron una
cardiomiopatia significativa con una fraccién de reduccién en
animales de control de menos del 10% (normal >60%). Como
consecuencia de la falta de pruebas histolégicas respecto de una
significativa regeneracién de miocardic en respuesta al G-CSF 8
semanas después de la ligadura LAD, no se hallé ningin tipo de
recuperacién significativa con G-CSF (figura. 1lb) respecto de 1la

funcién sistélica.

Efecto del transplante de SKMB previa a la movilizacién da la

célula madre en cardiomiopatias isquémicas.

A fin de comprobar 1la hipbétesis de que el miocardio
temporalmente lejos del momento del infarto de miocardio puede
ser optimizado para la regeneracién de miocardio en respuesta a
la movilizacién de las células madre, se llevé a cabo el
transplante de mioblastos ¢éseos B8 semanas después de la
litigacién LAD. Los animales recibieron 5 inyecciones de 200.000
SKMB por inyeccién en la zona fronteriza del infarto. Ya que la
hipétesis iniclal 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.
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Las Figuras 2 (a y b) muestran el efecto de los mioblastos
éseos (SKMB) sobre 1los conteos celulares BrdU+ en 1la zona

infartada 4 semanas luego del transplante celular (12 semanas
después de la ligadura LAD). Los datcos representan un promedio

s.d. n=6-8 por grupo.

La introduccién del SKMB en del corazédn infartado en
ausencia del G-CSF no incrementd significativamente la
incorporacién de células BrdU positivas en la zona infartada. Sin
embargo, la combinacién del transplante de SKMB y G-CSF no
produjo un incremento significativo respecto de la cantidad de
células BrdU positivas en la zona infartada 4 semanas mas tarde
{ilustracién 2b). Mas aldn, comparado con otros animales que han
recibido ya sea un transplante de G-CSF o de SKMB solamente, los
animales que recibieron la terapia combinada experimentaron un
aumento significativo en la fraccién de reduccién (ilustracién

2b) relativa a los controles de solucién salina.

A fin de determinar si las células BrdU positivas de la zona
del infarto se originaron en 1la médula, o si eran células

endégenas del miocardio que se dividieron, 8 semanas después de
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la ligadura LAD, se administré BrdU durante 5 dias, comenzando 6

dias antes del transplante de SKMB y al inicio del G-CSF.

La ﬁigura 3a muestra que la médula (MO) manchada por BrdU
reveld casi el 100% de la mancha de las células BM cultivadas de
mdiltiples animales. La ilustracién 3b muestra que no se observé
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

M. Ello hizo que se rotularan las células en la médula sin una

rotulaciétn de BrdU significativa del miocardio (17,5 * 2,9

células positivas /mm2).

La figura 3¢ 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 significativo respecto de
la cantidad de células BrdU positivas en la zona del infarto.

Estos datos concuerdan con el conceptoc de que las células BrdU
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positivas surgieron de la médula ésea y se guiaron a la zona del
infarto después de la terapia combinada. Los datos también
sostienen que los transplantes de SKMB reestablecen las sefiales

necesarias para la guia de las células madre en el miocardio.

Moléculas de seflalizacién responsables de la guia de las células

madre en el tejido infartado

La observacién realizada respecto de que las células en
circulacién se injertardn en el tejido infartado B8 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 las células madre. El factor
-1 estromal de derivacién celular (SDF-1) media el trédfico
hematopoiético y la qguia de las células madre en la médula ésea;
por ello, se evaludé su rol como una potencial molécula de
sefializacién para el injerto de la.s células madre en IM y en

respuesta al transplante de SKMB.

La figqura 4 es una fotografia que muestra la expresién del
SDF-1 revelado por RT - PCR como una funcién de tiempo posterior
al infarto de miocardioc. La expresién SDF-1 estd ausente en la

linea de base, aumentd a la hora y a las 24 horas posteriores al
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IM. La expresidn 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-1 vuelve a aparecer 72 horas
después del tranaplante de SKMB realizado 30 dias después (30+)

del IM,

De esta forma, por la accién de RT-PCR, la expresiédn 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 de SDF-1 fue
inducida por SKMB, y se la observd 72 horas después de realizado
el transplante, perc no en animales operades sustitutos (los
datos no se han revelade). 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). E1 PCR en tiempo real reveld que los niveles de GAPDH

eran similares entre los grupos.

Para evaluar si SDF-]1 medidé el injerto de la células BrdU
positivas en la zona del infarto, los fibroblastos cardiacos de
control o aquellos transfectadocs establemente con un vector de

expresidén SDF-1, se transplantaron vectores de expresidén SDF-1 en

e
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el miocardio 4 semanas después de la ligadura de LAD. Diez dias
mids tarde, para permitir la regulacién en direcciédn descendiente
de la expresién SDF-1 endovenosa, se administrdé G-CSF durante 5
dias, asi como también BrdU durante 5 dias a partir del Gltimo

dia de dasificacién de G-CSF.

Las fiquras 5 (a y b) muestran el nimero de células (a)
BrdU+ y de (b) células CDl117+ 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 s8in la administracién de G-CSF durante 1los 5 dias
posteriores al transplante de fibroblastos cardiacos. Los datos
representan un promedic de células ¥ s.d cuantificadas por dos
observadores independientes sin poder ver la identidad de cada

animal. N=é—5 por grupo.

La figura 5c¢ es una fotografia de CD117+ animal SDF-1/G-CSF

La barra en escala representa 25 M.

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 corazétn con fibroblastos cardiacos de

expresién SDF-1 han revelado que se ha mas que triplicado el

| O]
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aumento en la cantidad de células BrdU positivas en toda la zona
del infarto. Los animales que recibieron fibroblastos cardiacos
de control tuvieron una seflal BrdU que no ha diferido del

control.
Identificacién da 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 mas
del 5% de las células BrdU positivas en respuesta al transplante
celular y a la dosificacién de G-CSF son leucocitos,
respectivamente. No se observd ninguna célula positiva BrdU de
miosina cardiaca dentro de la 2zona del infarto en animales
" tratados con G-CSF sin o con SKMB o transplante de fibroblasto

cardiaco.

Efecto de la expresién de SKMB @y G-C8F sobre la

neovascularizacién y la funcién LV posterior a IM

A pesar del aumento en la cantidad de células BrdU positivas
en los animales que recibieron el transplante de SKMB combinado y

la estimulacién medular con G-CSF, no se observd ningGn aumento
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en la densidad vascular ni en la cantidad de miocitos en la zona
del infarto. Asi, hemos estudiado el efecto adicional de 1la
sobreexpresién de FCEV sobre el transplante de SKMB y 1la

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 expresién de miosina cardiaca (flechas cerradas)
12 semanas posteriores a la ligadura LAD con transplante celular
de (a) SKMB o (b) SKMB de expresidén FCEV seguida de movilizacién

celular utilizando G-CSF.

La figura 6c muestra un mejoramiento en 1la 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 pM.

El transplante de SKMB de expresién FCEV-165, 8 semanas
después del 1IM, dio como resultado una densidad vascular
incrementada en la zona del infarto en comparacién con los
controles de solucién salina (44,1 * 5,2 vs 17,7 + 2,8 vasos
sanguineos/ mm?; FCEV-165 vs soluclén salina respectivamente).

Ademis, la combinacién de expresién FCEV-165 y movillzaciédn de



e

79

célula madre con G-CSF condujo a una repoblacién de la zona del
infarto c¢on células de expresién de miosina cardiaca con
regeneracién de miocardio (Figura 6a). La adicién de la expresién
FCEV-165 a SKMB también incrementd significativamente la funcién
LV seqgin fue medido por la fraccidén de reduccién (Figura 6b). No
se ha observado una diferencia importante en fraccién de
reduccién entre las estrategias de tratamiento de transplante de
SKMB que expresa FCEV-165 y transplante de SKMB combinado con la

administracidén de G-CSF {datos no moatrados).
Métodos
Ligadura LAD

Todos los protocolos de animales fueron mejorados por Animal
Research Committee, y todos los animales fueron alojados en las
instalaciones de AARALAC de Cleveland Clinic Foundation. A los
animales se los anestesié con pentobarbital de sodio, 50 mg/kg,
se los intubé, y se los dejé ventilados a temperatura ambiente a
80 respiraciones por minuto utilizando 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
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arteria descendiente inferior izquierda (LAD) con la ayuda de un

microscopia quirdrgico. (Leica MS5000).
Ecocazdiografia 2D

Se realizé una Ecocardiografia 2D 5-7 dias y 8 semanas
después de la ligadura LAD y 4 semanas después del transplante
SKMB utilizando wun transductor de seleccién 1lineal 15-MHz
relacionado con Sequoia C256 (Acuson). Se sed6 suavemente a las
ratas con gquetamina (50 mg/kg) para cada ecocardiograma. Para la
cuantificacién de las dimensiones LV y el grosor de la pared,
grabamos digitalmente fragmentos 2D e imidgenes en modo-m en una
vista del eje breve desde mid-LV justo debajo de los misculos
papilares permitiendo medidas coherentes desde la misma ubicacién
anatémica en diferentes ratas. Las medidas se obtuvieron mediante
dos observadores independientes fuera de 1linea wutilizando
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 la funcién LV, la fraccién de
reduccién 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-

dimensién diastélica de extremo ventricular izquierdo. Las
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dimensiones fueron medidas entre la pared anterior y posterior
desde la vista del eje corto debajo del nivel del mdsculo
papilar. Ademé&s, el grosor de la pared anterior fue medido en el

extremo- diastole.
Preparacién y distribucién celular

Los mioblastos 6éseos 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 10% de suero bovino fetal, 300 mg/1
ECGS, y antibiéticos de penicilina, estreptomicina, y ofloxacin.
Para evitar la diferenciacién se logrdé 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 replicaciétn defectuosa expresando FCEU-
165 o luciferaza ({control) bajc 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 ventilé, y

se les practicd una toracotomia lateral para dirigir
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visunalizacién de la zona infartada. Aproximadamente 1 x 10(6)

células fueron inyectadas por animal en 5 ubicaciones.

Los fibroblastos cardiacos fueron obtenidos de corazones de
varias ratas adultas y se las ubicd de manera similar para SKMB.
SDF-1 del ARN total recuperadc de corazones 24 horas después del
infarto de miocardio fue clonado en el vector de expresién
PCDNA3.1 (Hacia delante- (NOT-1) -
AATAAGARAATGCGGCCGCATGGACGCCAAGGTCGTGCTGTGCTGGCC: Reverso- (Xba-1)-~
TCTAGACTTGTTTAAGGCTTTGTCCAGGTACTCTTGGA. Los fibroblastos
cardiacos transfectados establemente con SDF-1 vector de

expresién PCDNA3.l fueron seleccionados con neomicina.
Movilizacién de célula madre

G-CSF (125 wug/kg) humana recombinante se administré via
inyeccién intraperitoneal (i.p) durante 5 dias comenzando en el
dia del transplante de mioblasto 6sec. Conteo sanguineo completo
y datos diferenciales {(Bayer, ADVIA) se obtuvieron en el dia O,
5, 14, y 21 después del transplante. Para medir la extensién
acumulativa de la proliferacién celular, se inyectd via i.p 50

mg/kqg de BrdU durante 14 dias comenzando en el dia 5 para
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permitir que BrdU rotule cualquier célula madre proliferante

inducida por G-CSF.
Anélisis histolégico

Se les practicd eutanasia a las ratas, los corazones fueron
obtenidos para andlisis 4 semanas después del transplante celular
seguido de fijacitn de perfusién con HistoChoice (Amresco Inc.,
Solon, OH), y 8e seleccionaron en tres divisiones iguales
perpendiculares al eje largo LV. Los segmentos apicales y mid-
ventriculares se insertaron en parafina y se utilizaron varias
secciones de 6um de espesor para la inmunohistoquimica. Se
utilizaron los anticuerpos monoclonales para miosina cardiaca
{Chemicon), CD45 (Chemicon), Factor VIII (Chemicon), CD1l17(Santa
Cruz Biotechnology) y BrdU (Vector 1Labs). Se utilizaron
anticuerpos secundarios, ya sea rotulados FITC o biotina. Para la
cuantificacién; se analizaron cinco secciones en 1la zona
infartada para células positivas y densidad vascular. No pudimos
realizar rotulacién CD117 y BrdU doble porque el tratamiento HCI
en nuestro protocolo para la presentacién de antigen BrdU dio
como resultade 1la expresién de un epitope nuclear que

reconocieron tres anticuerpos CD117 diferentes.
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Andlisis PCR

Se realizé el andlisis 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. El1 ARN total fue
extraldoc del tejido mediante el método de cloruro de guanidina
isotiocianato- cesia. Los cebadores especificos para la SDF-1 de
la rata (hacia adelantes: TTGCCAGCACAAAGACACTCC; Reverso:
CTCCARAGCAAACCGAA 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 tiempo real
(Perkin- Elmer, ABI Prism 7700) se utilizé luego para confirmar
el aumento en la expresién en los corazones infartados vy
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 adencvirus que codifica FCEV-165 fue un

obsequio generoso de Gen Vec, Inc (Gaithersburg, MD). Brevemente,
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las células 293 fueron obtenidas de American Type Culture
Collection (ATCC CRL. 1573) y se mantuvieron en medio de Eagle
(DMEM) modificado de Dulbeccc con suplemento de 10% de suero de
ternero. El vector de adenovirus El, E3 AdFCEV fue generado
mediante alineacién del plasmido del vector de transporte en un
sitio de restriccién adyacente la invertida terminal de
repeticién (ITR)de extremo izquierdo y se contransfecté en 293
células con ADN H5d1324 digerido CLAI. Luego de dos
purlficaciones de placas secuenciales los bloques vectores se
propagaron en 293 células y se purificaron a través de tres
grupos de gradientes de cloruro de cesio. El virus purificado fue
dializado contra un amortiguador que contienen 10 mM de Tris, pPH
7,8, 150 mM de NaCl, 10 mM de MgCl2 y 3% de sacarosa y se
almacend en -80 °C hasta su uso. La expresiédn transgénica esta

bajo control del promotor temprano inmediato de citomegalovirus.

Andlisis estadistico

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

realizé comparaciones entre los grupos



REIVINDICACIONES

1. El uso de un agente en la preparacién de un medicamento para

el tratamiento de tejido de miocardio infartado,

el tejido de miocardlo infartado que incluye una primera

concentracién de proteina SDF-1,

el medicamento que es adecuado para incrementar la concentracién
de proteina SDF-1 en el tejido de miocardio infartado desade la

primera concentracién hacia la segunda concentracién.

2. El medicamento de la reivindicacién 1 que comprende mioblastos
6seos de mamiferos modificados para expresar la proteina SDF-1 de

mamiferos.

3. El medicamente de la reivindicacién 2, el mioblasto &éseo que
es genéticamente modificado con un vector de expresién, el vector
de expresién incluye un dcido nucleico que codifica la proteina

SDF-1 de mamiferos,

4. E1 medicamento de la reivindicacidén 3, el vector de expresién

que comprende un vector viral derivado de al menos un adenovirus,
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virus asociado c¢on adenovirus, virus de herpes simple, o

retrovirus.

5. El1 medicamento de la reivindicacién 2, los mioblastos Oseos

gue son cultivados ex vivo.

§. E1l medicamento de la reivindicacién 5, los mioblastos d&seos
que son introducidos en el tejido de miocardio infartado mediante
inyeccién de una suspensién de mioblasto 6seo en la periferia del

tejido de miocardio infartado o cerca de la misma.

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

desde una primera concentracién hacia una segunda concentraciodn.

8. E1l medicamento de la reivindicacién 1, que es adecuado para
aumentar la concentracién de las células madre en la sangre
periférica simultdneamente con el incremento de la concentracidn

de SDF-1 en el tejido de miocardic infartado.

2
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RESUMEN

Método para tratar tejidos de miocardio 1nfartado que
incluye, la concentracién de la proteina SDF-1 en el tejido
infartado. Se incrementa la concentracidn de las células madre en
la sangre periférica del tejido infartado. El namero de células
madre en la sangre periférica es incrementada mientras que 1la

concentracién de SDF-1 en el tejido infartado es incrementada.
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INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional N° PCT/US03/26013

Continuacién de B. CAMPOS DE BUSQUEDA Punto 3:
APS, DIALOG, MEDLINE, EMBASE, BIOSIS
Términos buscados: SDF-1, célula madre, alojamiento,

miocardio, cardiomiopatia, infartado, vector, movilizacidn
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INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No. PCT/US03/26013

A. Clasificacién de la Materia:

IPC(7) A61K 31/70, 48/00, 45/00; AOIN 63/00; C12N 15/63, 5/00,
5/08

CLASE INTERNACIONAL: 514/44; 424/93.2, 93.21, 93.7, 85.1;
435/320.1, 455, 325, 372

De acuerdo con 1la Clasificacién Internacional de Patentes

(IPC) o con la clasificacidén nacional e IPC.

B. Campos de Bisgueda:

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacidédn seguido
por simbolos de clasificacién)

Estados Unidos: 514/44; 424/93.2, 93.21, 93.7, 85.1;

435/320.1, 455, 325, 372

Documentacién buscada ademas de la documentacién minima en 1la
medida en que tales documentos estdn incluidos en los campos
de biisqueda:

Base de datos electrdnica consultada durante la buasqueda
internacional (nombre de la base de datos y, si es posible,

términos de blsqueda usados):
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C. Documentos Considerados Relevéntes

Categoria* |Cita de documento, indicando, |-Relevante para la

si corresponde, los pasajes|reivindicaciédn N°

relevantes
X WO 99/45775 Al (ST. ELIZABETH’S|1-23
MEDICAL CENTER) 16 de

septiembre de 1999 (16-09-
1999), véase el documento
complete, particularmente las
pidginas 4-12 y la pégina 15,
lineas 1-10

X USs 2002/0061587 Al (ANVERSA) 1-23
23 de mayo de 2002 (23-05-
2002), véase el documento
completo, particularmente las

paginas 4 y 10-13

[l Se mencionan otros documentos en la continuacién del
Casillero C. |
[] Véase el anexo de familia de patentes

* Categorias especiales de documentos citados:

“A”: documento que define el estado general del arte que no se
considera de particular relevancia

“E”: documento anterior pero publicado en 1la fecha de

presentacidén internacicnal ¢ con posterioridad a ella.
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“L”: documentoc que puede arrcjar dudas sobre la reivindicacién
de prioridad o que se cita para establecer la fecha de
publicacién de otra c¢ita o por otra razén especial
(especificada).

“0”: documento que refiere a una revelacidén oral, uso,
exhibicién u otro medio.

“P”: documento publicado antes de la fecha de presentacién
internacional pero con posterioridad a la fecha de prioridad
reivindicada.

“T”: documento posterior publicado con posterioridad a 1la
fecha de presentaciédn internacional o a la fecha de prioridad
y que no esta en conflicto con la solicitud pero citado para
comprender un principio o teoria gue sustenta la invencién.
“X”: documento de particular relevancia: la invencién
reivindicada no puede considerarse nueva o no puede
considerarse que implica un paso inventivo cuande el documento
se toma solo.

“Y”: documento de particular relevancia: la invencién
reivindicada no puede considerarse que implica un paso
inventivo cuando el documento se combina con otro u otros
documentos, siendo dicha combinacién obvia para un experto en
el arte.

“&”: documento miembro de la misma familia de patentes.

Fecha de la finalizacién efectiva de la bdsqueda

internacional: 4 de noviembre de 2003 (11-04-2003)
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Fecha de envio del informe de bisqueda internacional: 12 de
diciembre de 2003

Nombre y domicilio para correspondencia de la ISA/US:

Casillero de PCT, Atencién: ISA/US. Comisario de Patentes,
Casilla de Correo 1450, Alexandria, Virginia 22313-1450

Fax N° (703)305-3230

Funcionario autorizado: Quang Nguyen, Doctor en Filosofia
Teléfono N° (703) 308-1235

Formulario PCT/ISA/210 (pAgina dos) (julio de 1998)



