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CELL-BASED VEGF DELIVERY 

1 Field of the Invention 

The present invention relates to a method of stimulating stem cell 

differentiation and particularly relates to a method of stimulating stem cell 

5 differentiation using cell-based VEGF delivery. 

Background of the Invention 

Therapeutic angiogenesis offers the potential for treatment of ischemic 

cardiomyopathy and other ischemic syndromes. Therapeutic angiogenesis for the 

treatment of ischemic heart disease has demonstrated efficacy in several animal 

10 models and human pilot trials in patients not suitable for coronary 

revascularization. Angiogenic factors tested in human trials include FGF-1 ,-2 and - 

4 and several multiple isoforms of VEGF. Freedman, S.B. & Isner, J.M., Ann 

Intern Mad 2002; 136(l):54-71. The optimal delivery method for angiogenesis 

treatment has yet to be determined. Persistent and unregulated vascular 

15 endothelial growth factor (VEGF) production has untoward affects in animal 

models, therefore, local and transient expression, in an attempt to minimize 

systemic effects is preferred. Lee at al., Circulation 2000; 102(8):898-901. 

Strategies studied in clinical populations for delivery of angiogenic factors 

have included delivery of protein through intravenous or intracoronary injection, 

20 intracoronary injection of adeæovirus, or direct intramyocardialinjection of protein, 

naked DNA or adenovirus encoding for angiogenic gene products. Udelson, J.E., 

et at., Circulation 2000; 102(14)1605-1610. Simons, M., et al., Chronos NA. 
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Circulation 2002; 105(7):768-793. Grines, C.L., et al. Circulation 2002; 

10 

15 

20 

25 

30 

105(11):1291-1297. Laham, Ri., at al., Circulation 1999; 100(16):1865-1871. 

Vale, P.R., at at., Circulation 2001; 103(17):2138-2143. Rosengart T.K., at al. 

Circulation 1999; 100(5):468-474. 

Iritracoronary delivery strategies of VEGF protein are limited by systemic 

toxicities including hypotension that develop in response to the high doses 

required to obtain sufficient myocardial revascularization. Hariawala M.D., et al., 

J. Surg. Res. 1996; 63(1):77-82. Lopez, J.J., at al. Am. J. Physiol. 1997; 273(3 Pt 

2):1-11317-1-11323. Naked DNA requires direct myocardial injection due to rapid 

degradation by circulating nucleases. 

Summary of the Invention 

One aspect of the present invention relates to a method of stimulating 

stem cell differentiation in ischemia damaged tissue. The ischemia damaged 

tissue includes a first concentration of stem cells and a first concentration of 

VEGF. In the method, the concentration of VEGF in the ischemia damaged tissue 

can be increased from a first concentration to a second concentration. The 

concentration of stem cells in the ischemia damaged tissue can be increased from 

the first concentration to a second concentration. The concentration of stem cells 

can be increased while concentration of VEGF in the ischemia damaged tissue is 

increased. 
In accordance with another aspect of the present invention, the number of 

stem cells can be increased by either administering an agent that causes stem 

cells to mobilize from bone marrow to the peripheral blood of the ischemia 

damaged tissue or injecting stem cells into the peripheral blood. In a preferred 

aspect of the present invention, the agent that causes the stem cells to mobilize 

from the bone marrow to the peripheral blood can be selected from the group 

consisting of cytokines, chemokines, and chernatherapeutic agents. In a more 
preferred aspect of the present invention, the agent comprises granulocyte colony 
stimulating factor (G-CSF). 

In another aspect of the present invention the step of increasing the 

concentration of VEGF comprises affecting dells to express VEGF in the ischemia 

damaged tissue. The cell can be affected to express VEGF using gene therapy. 

A preferred method of gene therapy can include transfecting the cells with an 
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expression vector. The expression vector can include a nucleic acid encoding 

VEGF. 

In accordance with yet another aspect of the present invention, the cells 

affected to express VEGF comprise cells that have been cultured ex viva and 

5 introduced into the ischemia damaged tissue. The cultured cells can comprise 

autologous cells that have been harvested from the subject to be treated prior to 

culturing. In another aspect, the cells affected to express VEGF can comprise 

native cells of the ischemia damaged tissue. 

In accordance with another aspect of the present invention, the ischemia 

10 damaged tissue can comprise a first concentration of SDF-1. The concentration 

of SDF-1 in the ischemia damaged tissue can be increased from the first 

Sconcentration to a second concentration while the concentration of VEGF in the 

ischemia damaged tissue is increased. The concentration of SDF-1 in the 

ischemia damaged tissue can be increased by affecting cells in the ischemia 

15 damaged tissue to express SDF-l. 

In accordance with another aspect of the present invention, the cells can 

be affected to express SDF-1 by introducing an expression vector into the cells. 

The expression vector can include a nucleic acid encoding for SDF-1. The cells 

affected to express SDF-1 can comprise cells that have been cultured ex vivo and 

20 introduced into the ischemia damaged tissue. The cells affected to express SOF-

1 can be further comprise autologous cells that have been harvested from the 

subject to be treated prior to culturing. Alternatively, the cells affected to express 

SEW-i can comprise native cells of the ischemia damaged tissue. 

In accordance with yet another aspect of the present invention, the cells 

25 affected to express VEGF in the ischemia damaged tissue can be further affected 

to express SDF-1 in the ischemia damaged tissue. The cells can be affected to 

express SDF-1 by introducing an expression vector into the cells. The expression 

vector can include a nucleic acid encoding for VEGF. 

Another aspect of the present invention relates to a method of stimulating 
30 stem cell differentiation in infarcted myocardium. In the method, cells can be 

introduced into the infarcted myocardium. The cells can be affected to express 

VEGF in the infarcted myocardium. An agent can be administered that mobilizes 

the stem cells from bone marrow to peripheral blood of the infarcted myocardium. 

The stem cells can be mobilized from the bone marrow to the peripheral blood 
35 while the VEGF is expressed in the infarcted myocardium. 
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In another aspect of the present invention, the agent that causes the stem 

cells to mobilize from the bone marrow to the peripheral blood of the infarcted 

myocardium can be selected from the group consisting of cytokines, chemokines, 

and chematherapeutic agents. Preferably, the agent can comprise granulocyte 

colony stimulating factor (G-CSF). 

In accordance with another aspect of present invention, the cells can be 

affected to express VEGF in the infarcted myocardium using gene therapy. The 

gene therapy can include affecting the cells with an expression vector to express 

VEGF. The expression vector can include a nuqleotide sequence encoding 

10 VEGF 

In accordance with yet another aspect of the present invention, the cells 

that express VEGF in the infarcted myocardium can comprise cells that have been 

cultured ax vivo prior to introduction into the infarcted myocardium. In a further 

aspect, the cells affected to express VEGF can comprise autologous cells that 

15 have been harvested from the subject to be treated prior to culturing. 

In another aspect of the present invention, the infarcted myocardium can 

include a first concentration of VEGF. The cells affected to express VEGF can 

increase the concentration of VEGF in the ischemia damaged tissue from the first 

concentration to a second concentration. 

20 In accordance with yet another aspect of the present invention, the cells 

affected to express VEGF in the infarcted myocardium can be further affected to 

express SEW-I in the infarcted myocardium. The cells can be affected to express 

SDF-1 by introducing an expression vector into the cells. The expression vector 

can include a nucleic acid encoding for SDF-l. 

25 A further aspect of the present invention relates to method of stimulating 

stem cell differentiation in infarcted myocardium to promote tissue regeneration of 

the infarcted myocardium. In the method, skeletal myoblasts can be introduced 

into the infarcted myocardium. The skeletal myoblasts can be transfected with an 

expression vector to express VEGF in the infarcted myocardium. A colony 

30 stimulating factor can be administered that mobilizes said stem cells from bone 

marrow to peripheral blood of the infarcted myocardium. The stem cells can be 

mobilized from the bone marrow to the peripheral blood while the VEGF is 

expressed in the infarcted myocardium. The stem cells that are mobilized from 

the bone marrow can be differentiated into cardiomyocytes. 
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Brief Description of the Drawings 

PCTJUS2003/034411 fi 

Further features of the present invention will become apparent to those 

skilled in the art to which the present invention relates from reading the following 

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

Figs. 1(a and b) are graphs showing, respectively, the number BrdU-

positive cells within infarct zone (a) and shortening fraction (b) 4 weeks following 

administration of saline or G-CSF (12 weeks following LAD 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 

10 following cell transplantation (12 weeks following LAD ligation). 

Figs. 3(a and b) are photographs showing (a) bone marrow stained for 

BrdU and (b) untreated myocardium after 5 days of BrdU administration. 

Fig. 3c is a graph showing the increased BrdU+ cells within the infarct 

zone assessed with the therapy in accordance with the present invention. 

15 Fig. 4 is a photograph showing RT-PCR revealing stromal derived factor-I 

(SDF-1) expression as a function of time following myocardial infarction. 

Figs. 5(a and b) are graphs showing the number of (a) BrdU+ cells and (b) 

CD1 17+ cells within the infarct zone 4 weeks following transplantation of cardiac 

fibroblasts stably transfected with or without SOF-1 expression vector with or 

20 without G-CSF administration for 5 days following cardiac fibroblast 

transplantation. 

Fig. Sc is a photograph from a SDF-l/G-CSF treated animal stained 

CDI 17+. 

� Figs. 6(a and b) are photographs showing the immunohistochemistry of the 
25 infarct zone revealing both BrdU+ cells and cardiac myosin-expressing cells 2 

weeks following LAD ligation with cell transplantation of (a) SKMB or (b) VEGF-

expressing SKMB followed by stem cell mobilization using G-CSF. 

Fig. 6c is 
a graph showing improvement in left ventricle function relative 

cell therapy without VEOF over-expression. 

30 Figs. 7(a and b) are graphs comparing vascular density (a) and left 

ventricular function (b) before and after SKMB transplantation. 

Fig. 5 is a graph comparing vascular density after direct adenoviral 

injection and transplantation of cells expressing VEGF-165. 
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Figs. 9(a-0 are photographs showing representative sections of the infarct 

zone 4 weeks following injection into the pen -infarct zone of I million SKMB 

transfected with AdLUC (a, d), 1XI07 pfu AdVEGF-165 (b, e), and I million SKMB 

transfected with AdVEGF-1 65 (c, f) in five equally divided injections. 

Figs. 10(a and b) are photographs showing inflammatory infiltrate in the 

pen -infarct zone 4 weeks following injection of (a) lxi o pfu AdVEGF-165 and (b) 

I million SKMB transfected with 1x107 pfu AdVEGF-165 each in five equally 

divided injections. 

Figs. 11 (a and b) are graphs showing the effect of transplantation of 

VEGF-1 65 expressing SKMB on left ventricle (LV) function, presented as 

(a) shortening fraction (%) and (b) relative to saline control. 

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 at al., Glossary of Genetics: Classical and 

Molecular, 5th edition, Springer-Verlag: New York, 1991; and Lewin, Genes V, 

Oxford University Press: New York, 1994. 

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 Cloning: A 

Laboratory Manual, 2nd ed., vol. 1-3, ed. Sambrook at al., Cold Spring Harbor 

Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989; and Current Protocols In 

Molecular Biology, ed. Ausubei et al., Greene Publishing and Wiley-lnterscience, 

New York, 1992 (with periodic updates). Methods for chemical synthesis of 

nucleic acids are discussed, for example, In Beaucage and Carruthers, Tetra. 

Lefts. 22:1859-1862, 1981, and Matteucci et al., J. Am. Chem. Soc. 103:3185, 

1981. Chemical synthesis of nucleic acids can be performed, for example, on 

commercial automated oligonucleotide synthesizers. Immunological methods 

(e.g., preparation of antigen-specific antibodies, immunoprecipitation, and 

immunoblotting) are described, e.g., in Current Protocols in Immunology, ad. 

Coligan et al., John Wiley & Sons, New York, 1991; and Methods of 

Immunological Analysis, ed. Masseyeff et al., John Wiley & Sons, New York, 

1992. Conventional methods of gene transfer and gene therapy can also be 
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adapted for use in the present invention. See, e.g., 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; and 

Retro-vectors for Human Gene Therapy, ed. C. P. Hodgson, Springer Verlag, 

5 1996. 

The present Invention relates to a method of stimulating stem cell 

differentiation in ischemia damaged tissue to regenerate the ischemia damaged 

tissue. The method of the present invention can be used to treat ischemia 

damaged tissue at a time remote (i.e., weeks) from the ischemia. 

10 The method includes mobilizing migration of pluripotent stem cells to 
ischemia damaged tissue within a mammalian subject. Pluripotent stem cells 

� described in the invention can be any cells that can be stimulated by the method 

of the present invention to differentiate into another cell type. One example of 

pluripotent stem cells includes hematopoietic stem cells that can differentiate into 

15 cardiomyocyte cells. 

Mammalian subjects can include any mammal, such as human beings, 
rats, mice, cats, dogs, goats, sheep, horses, monkeys, apes, rabbits, cattle, etc. 
The mammalian subject can be in any stage of development including adults, 
young animals, and neonates. Mammalian subjects can also include those in a 

20 fetal stage of development. 

The ischemia damaged tissue can include any tissue that is damaged by 
deficiency of blood supply to the tissue. The deficiency of blood supply can be 
caused by occlusion or stenosis of the blood supplying artery or by occlusion or 
stenosis of the vein that drains the tissue. 

S25 In one aspect of the present invention, the ischemia damaged tissue can 
include infarcted myocardium. Infarcted myocardium as used in the present 
invention refers to infarcted myocardial tissue, peripheral tissue of the infarcted 
myocardial tissue (e.g., skeletal muscle tissue in the case of peripheral vascular 
tissue), and both the infarcted myocardial tissue and peripheral tissue of the 

30 infarcted myocardial tissue. 

At a time remote from the ischemia, a first number of pluripotent stem 
cells traffic the ischemia damaged tissue. This first number of stem cells can be 
increased so that a greater number of stem cells traffic the ischemia damaged. 
By increasing the number of stem cells that traffic the ischemia damaged tissue, 

35 the ischemia damaged tissue can be regenerated because there will be a greater 
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number of pluripotent stem cells in the ischemia damaged tissue that can 
differentiate into cells, which can repopulate (i.e., engraft) and partially or wholly 
restore the normal function of the ischemia damaged tissue. 

In another aspect of the present invention, the method includes a step of 
5 increasing the concentration of vascular endothelial growth factor (VEGF) in the 

ischemia damaged tissue from a first concentration to a second concentration 

substantially greater than the first concentration. The first concentration of VEGF 

in the ischemia damaged tissue is the concentration of VEGF typically found in the 
ischemia damaged tissue at a time remote (i.e., weeks) from the ischemia. The 

10 concentration of VEGF can be increased in the ischemia damaged tissue by up-
regulating the expression of VEGF in the ischemia damaged tissue from the 

� amount of VEGF typically expressed in the ischemia damaged tissue at a time 

remote from the ischemia. 

Increasing the concentration of vascular endothelial growth factor in the 

15 ischemia damaged tissue increases vascular density within the ischemia 

damaged tissue compared to saline controls. The VEGF expressed in the 
ischemia damaged tissue was also found to stimulate stem cell differentiation and 
regeneration of the ischemia damaged tissue. For example, VEGF expressed in 
infarcted myocardium was found to differentiate mobilized stem cells into 

20 cardiomyocytes. 

The method of the present invention further Includes a step of mobilizing 

stem cells to the ischemia damaged tissue so that the concentration (i.e., number) 
of pluripotent stems cells in peripheral blood of the ischemia damaged tissue is 
increased from a first concentration to a second concentration substantially 

� 25 greater than the first concentration. The first concentration of stem cells can be 
the concentration of stem cells typically found in the peripheral blood at a time 
remote from the ischemia. The concentration of stem cells in the peripheral blood 
can be increased either before or after the concentration of VEGF is up-regulated 
in the ischemia damaged tissue as long as the concentration of stem cells in the 

30 peripheral blood is increased while the concentration of VEGF in the ischemia 
damaged tissue is increased. 

In accordance with another aspect of the present invention, the method 
can include inducing the pluripotent stem cells to home to the ischemia damaged 

tissue. The pluripotent stem cells can be homed to the ischemia damaged tissue 
35 by increasing the concentration of SDF-1 protein within the ischemia damaged 
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tissue from a first concentration to a second concentration substantially greater 

than the first concentration. The first concentration of SDF-1 protein can be the 

concentration of SDF-1 protein typically found in an ischemia damaged tissue 

(e.g., infarcted myocardium) at a time remote (i.e., weeks) from the ischemia (e.g., 

5 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 by up-regulating the 

expression of SDF-1 protein within the ischemia damaged tissue from the amount 

of SDF-1 protein typically expressed in the ischemia damaged tissue at a time 

10 remote from the myocardial infarction. The concentration of SDF-1 in the 

ischemia damaged tissue can be increased while the concentration of VEGF-1 in 

� the ischemia damaged tissue is increased and the concentration of stem cells in 

the peripheral blood is increased. 

VEGF 

15 In accordance with one aspect of the present invention, the VEGF that is 

expressed in the ischemia damaged tissue is one of the family of vascular 

endothelial growth factors that can 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. 

20 The VEGF that is expressed in the ischemia damaged tissue 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 structurally homologous VEOF’s, such as VEGF-2 (VEGF-C), VEGF-3 

(VEGF-B), VEGF-D, VEGF-E, and placental growth factor. Known isoforms of 

25 VEGF-1 can include, for example, 121, 138, 162, 165, 182, 189, and 206 amino 

�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 is VEGF-1 65. Other isoforms of VEGF-1 

30 and other homologs of VEGF not listed can also be used in accordance with the 

present invention. 

The 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 variant of one of the foregoing VEGFs, such as a fragment, analog and 
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derivative of VEGF. Such variants include, for example, 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 variant of a VEGF gene. 

VEGF variants have a peptide sequence that differs from a native VEGF in 

one or more amino adds. The peptide sequence of such variants can feature a 

deletion, addition, or substitution of one or more amino acids of a native VEGF. 

10 Amino acid insertions are preferably of about I 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 molecules within the invention that feature silent or conservative 

15 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 

20 encoding such peptides. In addition, fragments can be chemically synthesized 

using techniques known in the art such as conventional Merrifield solid phase f-

Moc or t-Boc chemistry. 

Variants of VEGF can also include recombinant forms of VEGF. 

Recombinant polypeptides preferred by the present invention, in addition to a 

is 

25 VEGF, 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 

30 mutations which alter protease target sequences. Whether a change in the amino 
acid sequence of a peptide results in a variant having one or more functional 

activities of a VEGF can be readily determined by testing the variant for VEGF 
functional activity. 
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VEGF Nucleic Acids 

PCT/US2003/034411 

Mother aspect of the present invention relates to nucleic acid molecules 

that encode VEGF and non-native nucleic acids that encode a mammalian VEGF. 

Such nucleic acid molecules may be in the form of RNA or in the form of DNA 

(e.g., cDNA, genomic DNA, and synthetic DNA). The DNA maybe 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 scope of the invention are variants 

of a native VEGF gene, such as those that encode fragments, analogs and 

derivatives of a native VEGF. Such variants may be, for example, a naturally 

occurring allelic variant of a VEGF gene, 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 from a native VEGF gene in one or more bases. 

For example, the nucleotide sequence of such variants can feature a deletion, 

addition, or substitution of one or more nucleotides of a native VEGF gene. 

Nucleic acid insertions are preferably of about 1 to 10 contiguous nucleotides, and 

deletions are preferably of about I to 30 contiguous nucleotides. 

In other applications, variant VEGF displaying substantial changes in 

structure can be generated by making nucleotide substitutions that cause less 

than conservative changes in the encoded polypeptide. Examples of such 

nucleotide substitutions are those that cause changes in (a) the structure of the 

polypeptide backbone; (b) the charge or hydrophobicity of 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, valinØ or alanine; (b) a cysteine or proline 

for (or by) any other residue; (c) a residue having an electropositive side chain, 

e.g., lysine, 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   side chain, e.g., glycine. - - 

Naturally occurring allelic variants of VEGF gene within the invention are 

nucleic acids isolated from mammalian tissue that have at least 75% sequence 

K 
1> 
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identity with a native VEGF gene, and encode polypeptides having structural 

similarity to a native VEGF. Homologs of a native VEGF within the invention are 

nucleic acids isolated from other species that have at least 75% sequence identity 

with the native gene, and encode polypeptides having structural similarity to a 

5 native VEGF. Public and/or proprietary nucleic acid databases can be searched 

to identify other nucleic add molecules having a high percent sequence identity to 

a native VEGF gene. 

Non-naturally occurring VEGF variants are nucleic adds that do not occur 

in nature (e.g., are made by the hand of man), have at least 75% sequence 

10 identity with a native VEGF gene, and encode polypeptides having structural 

similarity to a native VEGF. Examples of non-naturally occurring VEGF gene 

� variants are those that encode a fragment of a native VEGF, those that hybridize 

to a native VEGF gene or   complement of to a native VEGF gene under stringent 

conditions, those that share at least 65% sequence identity with a native VEGF 

15 gene or a complement of a native VEGF gene, and those that encode a VEGF. 

Nucleic acids encoding fragments of 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 fragments of a native VEGF 

can be used as probes, primers, or antisense molecules. Longer polynucleotides 

20 that encode or hybridize with nucleic acids that encode fragments of a native 

VEGF can also be used in various aspects of the invention. Nucleic acids 

encoding fragments of a native VEGF can be made by enzymatic digestion (e.g., 

using a restriction enzyme) or chemical degradation of the full length native VEGF 

gene or variants thereof. 

25 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 one of the foregoing nucleic adds 

under low stringency conditions, moderate stringency conditions, or high 

stringency conditions. 

30 Nucleic add molecules encoding a VEGF fusion protein may also be used 
in the invention. Such nucleic acids can be made by preparing 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 polynucleotide encoding VEGF fused in frame with a second polynucleotide 
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encoding another protein such that expression of the construct in a suitable 

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 or double-

stranded. Such oligonucleotides can be modified at the base moiety, 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 

10 oligonucleotldes may be conjugated to another molecule, e.g., a peptide, 

hybridization triggered cross-linking agent, transport agent, hybridization-triggered 

cleavage agent, etc. 

VEGF Expression 

In accordance with another aspect of present invention, the expression 

15 VEGF in ischemia damaged tissue can be increased by introducing an agent into 

target cells that increases expression of VEGF. The target cells can include those 

cells within the ischemia damaged tissue or ex vivo cells which are transplanted 

into the ischemia damaged tissue following introduction of the agent. 

The ex vivo cells can be any cells that are biocompatible with the tissue in 

20 which the cells are to be transplanted. These cells are preferably harvested from 

the subject to be treated (i.e., autologous cells) and cultured prior to 

transplantation. Autologous cells are preferred in order to increase the 

biocompatibility of the cells upon transplantation and minimize the likelihood of 

rejection. 

25 Where the ischemia damaged tissue comprises infarcted myocardium, the 

cells transplanted into the infarcted myocardium can be, for example, autologous, 

cultured skeletal myoblasts, fibroblasts, smooth muscle cells, and bone marrow 

derived cells. Preferred cells for transplantation into the infarcted myocardium are 

skeletal myoblasts. Myoblasts maintain the regenerative potential of skeletal 

30 muscle, during periods of stress, proliferate and differentiate into myotubes, 

eventually forming muscle fibers capable of contracting. Myoblasts implanted into 

myocardium undergo myotube formation, withdraw from cell cycle, and remain - 

viable. Functional studies have shown an improvement in regional contractility 

and compliance after myoblast implantation into the myocardium. 
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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 transplanted 

into the infarcted myocardium of the subject 

The agent that is introduced into the target cell to increase the expression 

of VEGF can comprise natural or synthetic VEGF nucleic acids that can be 

incorporated into recombinant nucleic acid constructs, typically DNA constructs, 

capable of introduction into and replication in the cell. Such a construct preferably 

10 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 can also be introduced into the target cells to increase VEGF 

levels in the target cells. For example, agents that increase the transcription of a 

gene encoding VEGF; increase the translation of an mRNA encoding VEGF, and/ 

15 or those that decrease the degradation of an mRMA 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 

upstream of the gene encoding VEGF. Enhancer elements which facilitate 

expression of a heterologous gene may also be employed. 

20 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 from a cell in vivo or in vitro. Gene therapy in accordance with 

the present invention can be used to express VEGF from a target cell in vivo or in 

vitro. 

25 One method of gene therapy uses a vector including a nucleotide 

encoding VEGF. A "vector (sometimes referred to as gene delivery or gene 
transfer "vehicle") refers to a macromolecule or complex of molecules comprising 
a polynucleotide to be delivered to a target cell, either in vitro or in vivo. The 

polynucfeotide to be delivered may comprise a coding sequence of interest in 

30 gene therapy. Vectors include, for example, viral vectors (such as adenoviruses 

(’Ad), adeno-associated viruses (AM)), and retroviruses), liposomes and other 

lipid-containing complexes, and other macromolecular complexes capable of 

mediating delivery of a polynucleotide to a target cell. 

Vectors can also comprise other components or functionalities that fUrther 

35 modulate gene delivery and/or gene expression, or that otherwise provide 
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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); components 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 

10 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 

Sand uptake), or vectors can be modified to provide such functionalities. 

Selectable markers can be positive, negative or bi-functional. Positive 

selectable markers allow selection for cells carrying the marker, whereas negative 
15 selectable markers allow cells carrying the marker to be selectively eliminated. A 

variety of such marker genes have been described, including bi*functional (i.e. 
positive/negative) markers (see, e.g., Lupton, S., WO 92/08796, published May 
29, 1992; and Lupton, S., WO 94/28143, published Dec. 8, 1994). Such marker 
genes can provide an added measure of control that can be advantageous in 

20 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, 

� 25 especially a targeted vector that preferentially binds to the target cells (e.g., 
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 VEGF in a tissue or cell specific manner. 

Presently preferred viral vectors are derived from adenovirus (Ad) or 
30 adeno-associated virus (AAV). Both 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 operably linked to a gene encoding the VEGF 
and is replication-defective in humans. 
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Adenovirus vectors are preferred for use in the invention because 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 

5 "helper-dependent" adenovirus vector. 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) 

10 the viral DNA packaging sequence which is required for packaging of the viral 
genomes into Infectious capsids. For specifically myocardial cells, preferred 
variants of such recombinant adenoviral vectors contain tissue-specific (e.g., 
cardiomyocyte) enhancers and promoters operably linked to a VEGF gene. 

MV-based vectors are advantageous because they exhibit high 
15 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. Biomed. Sd. 7:279-291, 2000 and Monahan and Samulski, Gene Therapy 
7:24-30, 2000. A preferred MV vector comprises a pair of MV inverted terminal 
repeats which flank at least one cassette containing a tissue (e.g., myocardium)--

20 or cell (e.g., cardiomyocyte)�specific promoter operably linked to a VEGF nucleic 
acid. The DNA sequence of the AAV vector, including the lTRs, the promoter and 
VEGF gene may be integrated into the target genome. 

Other viral vectors that can be use in accordance with the present 
invention include herpes simplex virus (HSV)-based vectors. HSV vectors deleted 

� 25 of one or more immediate early genes (lE) are advantageous because they are 
generally non-cytotoxic, persist in a state 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 one 
that: (1) is engineered from HSV type I, (2) has its IE genes deleted, and (3) 

30 contains a tissue-specific (e.g., myocardium) promoter operably linked to a VEGF 
nucleic acid. HSV amplicon vectors may also be useful in various methods of the 
invention. Typically, 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 
35 used in the invention. For example, retroviral vectors may be based on murine 
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leukemia virus (MLV). See, e.g., Hu and Pathak, Pharmacol. Rev. 52:493-511, 
2000 and Fong at al., Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst. 171-60, 2000. MLV-
based vectors may contain up to 8 kb of heterologous (therapeutic) DNA in place 
of the viral genes. The heterologous DNA may include a tissue-specific promoter 

5 and an SDF-1 nucleic acid. In methods of delivery to an infarcted myocardium, it 
may also encode a ligand to a myocardial specific receptor. 

Additional retroviral vectors that might be used are replication-defective 
lentivirus-based vectors, including human immunodeficiency (HIV)-based vectors. 
See, e.g., Vigna and Naldini, J. Gene Med. 5:308-316, 2000 and Miyoshi at al., J. 

10 Virol. 72:8150-81571 1996. 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. 

Lentiviral vectors for use in the invention may be derived from human and 
non-human (including SIV) lentiviruses. Preferred lentiviral vectors include nucleic 

15 acid sequences required for vector propagation as well as a tissue-specific 
promoter (e.g., myocardium) operably linked to a VEOF gene. These former 
vectors may include the viral LTRs, a primer binding site, a polypurine tract, aft 
sites, and an encapsidation site. 

A lentiviral vector may be packaged into any suitable lentiviral capsid. The 
20 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 (ML\J) or vesicular stomatitis virus 
(VS\/). The use of the VSV G-protein yields a high vector titer and results in 
greater stability of the vector virus particles. 

� 25 Alphavirus-based vectors, such as those made from semliki forest virus 
(SFV) and sindbis virus (SIN), might also be used in the invention. Use of 
alphaviruses is described in Lundstrom, K., lntervirology 43:247-257, 2000 and 
Perri at at., Journal of Virology 74:9802-9807, 2000. Alphavirus vectors typically 
are constructed in a format known as a replicon. A replicon may contain (1) 

30 alphavirus genetic elements required for RNA replication, and (2) a heterologous 
nucleic acid such as one encoding a VEGF nucleic acid. Within an alphavirus 
replicon, the heterologous nucleic acid may be operably linked to a tissue-specific 
(e.g., myocardium) promoter or enhancer. 

Recombinant, replication-defective alphavirus vectors are advantageous 
35 because they are capable of high-level heterologous (therapeutic) gene 
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expression, and can infect a wide target cell range. Aiphavirus replicons may be 

targeted to specific cell types (e.g., cardiomyocytes) by displaying on their virion 

surface a functional heterologous ligand or binding domain that would allow 

selective binding to target cells expressing a cognate binding partner. Aiphavirus 

5 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 aiphavirus vector or replicon 

is non-cytopathic. 

In many of the viral vectors compatible with methods of the invention, more 

10 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 expression of the VEGF gene product from the target cell. 

To combine advantageous properties of two viral vector systems, hybrid 

15 viral vectors may be used to deliver a VEGF 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 number of laboratory manuals that discuss 
20 recombinant DNA technology. Double-stranded MV genomes in adenoviral 

capsids containing a combination of MV and adenoviral liRs may be used to 
transduce cells. In another variation, an MV vector may be placed into a 
"gutless", "helper-dependent" or "high-capacity" adenoviral vector. 

AdenoviruslMV hybrid vectors are discussed in Lieber et al., J. Virol. 73:9314-
25 9324, 1999. Retrovirusladenovirus hybrid vectors are discussed in Zheng et al., 

Nature Blotechnol. 18:176-186, 2000. Retroviral genomes contained within an 
adenovirus may integrate within the target cell genome and affect stable VEGF 
gene expression. 

Other nucleotide sequence elements, which facilitate expression of the VEGF 
30 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 expression. 

The present invention also contemplates the use of tissue-specific 
promoters for cell targeting. For example, where the lschemia damaged tissue 

36 comprises infarcted myocardium, tissue-specific transcriptional control sequences 
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of left ventricular myosin light chain-2 (MLC2) or myosin heavy chain (MHC) can 

be fused to a transgene, such as the VEGF-1 65 gene within the adenoviral 

construct. By fusing such tissue-specific transcriptional control sequences to the 

transgene, transgene expression can be limited to ventricular cardiomyocytes. By 

using the MLC2, or MHC promoters and delivering the transgene in vivo, it is 

believed that the cardiomyocyte alone (that is without concomitant expression in 

endothelial cells, smooth muscle cells, and fibroblasts within the heart) will provide 

adequate expression of an angiogenic protein, such as VEGF-165 to promote 

angiogenesis. 

10 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 angiogenesis 

in non-cardiac tissues. In addition, of the cells in the heart, the myocyte would 

likely provide the longest transgene expression since the cells do not undergo 

15 rapid turnover; expression would not therefore be dedreased by cell division and 

death as would occur with endothelial cells. Endothelial-specific promoters are 

already available for this purpose. 

In addition to viral vector-based methods, non-viral methods may also be 

used to introduce a VEGF gene into a target cell. A preferred non-viral gene 
20 delivery method according to the invention employs plasmid DNA to introduce a 

VEGF nucleic add 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 VEGF coding sequence operably 

� 25 linked to a myocardium-specific promoter). These aggregates can be designed to 
bind to a target cell (e.g., cardiomyocyte). 

Cationic arnphiphiles, including lipopolyamines and cationic lipids, may be 
used to provide receptor-independent VEGF nucleic acid transfer into target cells 
(e.g., cardiomyocytes). In addition, preformed cationic liposomes or cationic lipids 

30 may be mixed with plasmid DNA to generate cell-transfecting complexes. 
Methods involving cationic lipid fomiulatioris are reviewed in Feigner at 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 cationic peptide (Fominaya et al., J. Gene Med. 2:455-464, 2000). 
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Methods that involve both viral and non-viral based components may be 

used according to the invention. For example, an Epstein Barr virus (EBV)-based 

plasmid for therapeutic gene delivery is described in Cui at al., Gene Therapy 

8:1508-1513, 2001. Additionally, a method involving a DNA/ligand/polycationic 

5 adjunct coupled to an adenovirus is described in Curial, D. T., Nat. 

lmmun. 13:141-164,1994. 

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, as necessary. Other pharmaceutical carriers, 

10 formulations and dosages can also be used in accordance with the present 

invention. 

� Where the target cell comprises a cell of the ischemia damaged tissue, the vector 

can be delivered by direct injection using a tuberculin syringe under fluoroscopic 

guidance, at an amount sufficient for the VEGF to be expressed to a degree which 

15 allows for effective stimulation of stem cell differentiation. By injecting the vector 

directly into the ischemia damaged 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 cardlomyocytes in an infarcted myocardium, thereby maximizing 

20 therapeutic efficacy of gene transfer, and minimizing the possibility of an 

inflammatory response to viral proteins. Where the isehemia damaged tissue 

comprises infarcted myocardium, a cardlomyocyte-specific promoter may be used, 

for example, to securely enable expression limited to cardiomyocytes. Thus, 

delivery of the transgenes in this matter may result in targeted gene expression in, 

25. for example, the cells of the left ventricle (LV). Other 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 that is later transplanted into the 

ischemia damaged tissue, 

30 the vectors can be delivered by direct injection into the culture medium. A VEGF 

encoding nucleic acid transfected into cells may be operably linked to any suitable 

regulatory sequence, including a tissue specific promoter and enhancer. The 

transfected target cells can then be transplanted into the ischernia damaged 

tissue by well known transplantation techniques, such as by direct Intracoronary 

35 injection using a tuberculin syringe. 
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Where the ischemia damaged tissue comprises infarcted myocardium, the 

target cell is preferably an autologous cell that is harvested from the subject to be 

treated and cultured ex vivo. By first transfecting the target cells ex vivo and than 

transplanting the transfected target cells to the infarcted myocardium, it was found 

5 that the possibility of inflammatory response in the infarcted myocardium was 

minimized and that the left ventricular function was improved compared to direct 

injection of the vector into the infarcted myocardium. It is believed that this 

improvement results from the absence of inflammatory response typically 

associated with adenoviral injection. 

10 VEGF of the present invention may be expressed for any suitable length of 

time within the target cell, including transient expression and stable, long-term 

expression. In a preferred embodiment, the VEGF nucleic acid will be expressed 

in therapeutic amounts for a suitable and defined length of time. 

A therapeutic amount is an amount, which is capable of producing a 

15 medically desirable result in a treated animal or human. As is well known in the 

medical arts, dosage for any one animal or human depends on many factors, 

including the subject’s size, 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 

20 acids, or small molecules) can be determined readily determined by one skilled in 

the tht using the experimental methods described below. 

Whether the VEGF expression is transient or long-term, it is desirable that 

the concentration of VEGF expressed in the ischemia damaged tissue be limited 

to prevent the formation of hemangiomas or endothelial cell-derived intravascular 

40 25 tumors. 

Stem Cell Mobilization 

In accordance with another aspect of the present invention, the 
concentration of the stem cells in the peripheral blood of the ischemia damaged 
tissue of the subject can be increased by administering an agent to induce 

30 mobilization of stem cells to the peripheral blood. The stem cells can be mobilized 
to the peripheral blood of the subject to increase stem cell concentration in 
peripheral blood using a number of agents. For example, to increase the number 
of stem cells in the peripheral blood of a mammalian subject, an agent that causes 
a pluripotent stem cell to mobilize from the bone marrow can be administered to 
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the subject. A number of such agents are known and can include, for example, 

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 factor (SCF), and fit-3 ligand; chemokines, such as IL-B, IL-b, Mip-la, 

5 and Grof3, and the chematherapeutic agents of cylcophosamide (Cy) and 

paclitaxel. These agents differ in their time frame to achieve stem cell 

mobilization, the type of stem cell mobilized, and efficiency. 

The mobilizing agent can be administered by direct injection of the 

mobilizing agent into the subject. Preferably, the mobilizing agent is administered 

10 after VEOF expression is up-regulated in the ischernia damaged tissue. The 

mobilizing agent, however, can be administered before VEOF expression is up-

regulated. 

A preferred mobilizing agent is a colony stimulating factor, such as G-CSF. 

A typical dosage of G-CSF in a murine subject is about 125 pg/Kg per day for 

15 about 5 to about 10 days. The G-CSF agent can be administered after the VEGF 

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 

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

20 SDF-1 Protein 

In accordance with another aspect of the present invention, the SDF-1 

protein (or SDF-1 polypeptide) that is expressed in the ischemia damaged tissue 

can be an expression product of an SDF-1 gene. The amino acid sequence of a 

number or different mammalian SDF-1 proteins are known including, for example, 

25 human, rat, mouse, and cat. The SDF-1 protein can have an amino acid 

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

The SDF-1 protein of the present invention can also be a variant of 

mammalian SDF-1 protein, such as a fragment, analog and derivative of 

mammalian SDF-1 protein. Such variants include, for example, a polypeptide 

30 encoded by a naturally occurring allelic variant of native SDF-1 gene (i.e., a 

naturally occurring nucleic acid that encodes a naturally occurring mammalian 

SDF-1 protein), a polypeptide encoded by an alternative splice form of a native 
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SDF-1 gene, a polypeptide encoded by a homolog of a native SDF-1 gene, and a 

polypeptide encoded by   non-naturally occurring variant of a native SDF-I gene. 

SDF-1 protein variants have a peptide sequence that differs from a native 

SDF-1 protein in one or more amino acids. The peptide sequence of such variants 

5 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 I to 4 contiguous 

amino acids, and deletions are preferably of about 1 to 10 contiguous amino 

acids. Variant SDF-1 proteins substantially maintain a native SOFA protein 

functional activity. Preferred SEW-i protein variants can be made by expressing 

10 nucleic add molecules within the invention that feature silent or conservative 
changes. 

SDF-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 SEW-I proteins can be obtained by screening 
15 peptides recombinantly produced from the corresponding fragment of the nucleic 

acid encoding such peptides. In addition, fragments can be chemically 

synthesized using techniques known in the art such as conventional Merrifield 

solid phase f-Moc or t-Boc chemistry. For example, a SDF-1 protein of the present 

invention may be arbitrarily divided into fragments of desired length with no 
20 overlap of the fragments, or preferably divided into overlapping fragments of a 

desired length. The fragments can be produced recombinantly and tested to 

identify those peptidyl fragments which can function as agonists of native SDF-1 

protein. 

Variants of SDF-1 protein can also include recombinant forms of the SOF-
� 25 1 proteins. Recombinant 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 
30 constitutively express the functional activities of a native SDF-1 protein. Other 

SD F-1 protein 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 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 

35 by testing the variant for a native SOF-1 protein functional activity. 
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SDF-1 Nucleic Acids 

Another aspect of the present invention relates to nucleic acid molecules 

that encode an SDF-1 protein and non-native nucleic acids that encode an SDF-1 

protein. Such nucleic acid molecules may be in the form of RNA or in the form of 

5 DNA (e.g., cONA, genomic DNA, and synthetic DNA). The DNA may be double-

stranded or single-stranded, and if single-stranded may be the coding (sense) 

strand or non-coding (anti-sense) strand. The coding sequence which encodes an 

SDF-1 protein may be identical to a nucleotide sequence shown GenBank 

Accession No. AF189724, GenBank Accession No. AF209976, GenBank 

10 Accession No. LI 20029, and GenBank Accession No. NM0221 77. It may also be 

a different coding sequence which, as a 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 SD F-1 , such as those that encode fragments, analogs and 

15 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-I gene, or a non-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 nucleotide sequence of such variants can 

20 feature a deletion, addition, or substitution of one or more nucleotides of a native 

SDF-1 gene. Nucleic acid insertions are preferably of about 1 to 10 contiguous 

nucleotides, and deletions are preferably of about Ito 10 contiguous nucleotides. 

In other applications, variant SDF-1 proteins displaying substantial 

� changes in structure can be generated by making nucleotide substitutions that 

25 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 charge or hydrophobicity of 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 

30 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 threonire, 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 
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chain, e.g., lysine, 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 native SDF-1 gene within the 
5 invention are nucleic acids isolated from mammalian tissue that have at least 75% 

sequence identity with a native SDF-1 gene, and encode polypeptides having 
structural similarity to a native SDF-1 protein. Homologs of a native SDF-1 gene 
within the invention are nucleic acids isolated from other species that have at least 
75% sequence identity with the native gene, and encode polypeptides having 

10 structural similarity 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 gene. 

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 

15 identity with a native SDF-1 gene, and encode polypeptides having structural 

similarity to a native 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 least 65% sequence identity with a 

20 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 native 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 

25 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 of a native SDF-1 protein can also be used in various aspects 
of the invention. Nucleic acids encoding fragments of a native SDF-1 can be made 
by enzymatic digestion (e.g., using a restriction enzyme) or chemical degradation 

30 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 one of the foregoing nucleic acids 
under low stringency conditions, moderate stringency conditions, or high 

35 stringency conditions are within the invention. 
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Nucleic acid molecules encoding a SDF-1 fusion protein may also be used 

in the invention. Such nucleic acids can be made by preparing a construct (e.g., 

an expression vector) that expresses a SDF-1 fusion protein when introduced into 

a suitable target cell. For example, such a construct can be made by ligating a first 

5 polynucleotlde 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 oligonucleotides of the invention can be DNA or RNA or chimeric 
mixtures or derivatives or modified versions thereof, single-stranded or double-

10 stranded. Such oligonucleotides can be modified at the base moiety, 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 target cell receptors in 

vivo), or agents facilitating transport across the cell membrane, 

15 hybridization-triggered cleavage. To this end, the oligonucleotides may be 

conjugated to another molecule, e.g., a peptide, hybridization triggered cross-

linking agent, transport agent, hybridization-triggered cleavage agent, etc. 

SOP-I Expression 

In accordance with another aspect of present invention, the expression of 
20 SDF-1 in the ischemia damaged tissue cal be upregulated by the introduction 

cells into the ischemia damaged tissue. The introduction of cell into ischemia 

damaged tissue up-regulates the expression of SDF-1 protein in the ischemia 

damaged tissue. For example, skeletal myoblasts transplanted into infarcted 
� myocardium of a murine subject up-regulates the expression of SDF-1 protein in 

25 the infarcted myocardium from about 1 hour after transplantation of the skeletal 
myoblasts into the infarcted myocardium to less than about 7 days after 
transplantation. 

Cell types that can be transplanted into the ischemia damaged tissue 
include any cells that are biocompatible with the tissue in which the cells are to be 

30 transplanted. These cells are preferably harvested from the subject to be treated 
(i.e., autologous cells) and cultured prior to transplantation. Autologous cells are 
preferred in order to increase the biocompatibility of the cells upon transplantation 
and minimize the likelihood of rejection. 
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Where the ischemia damaged tissue comprises infarcted myocardium the 

cells transplanted into the infarcted myocardium can be, for example, aulogous, 

cultured skeletal myoblasts, fibroblasts, smooth muscle cells, and bone marrow 

derived cells. Preferred cells for transplantation into the infarcted myocardium are 

5 skeletal myoblasts. 

The cells that are introduced into the ischemia damaged tissue to up-

regulate the expression of SDF-1 protein can be the same cells that can be 

introduced into the ischemia damaged tissue to express VEGF or can be different 

cells. Where the VEGF concentration is increased by introducing into the - 

10 ischemia damaged tissue cells expressing VEGF, the cells expressing VEGF are 

preferably the same cells used to upregulate the expression of SDF-1 protein in 

the lschemia damaged tissue. For example, a skeletal myoblast transfected to 

VEGF into infarcted express when transplanted murine myocardium will cause 

transient expression of SDF-1 protein in the infarcted myocardium from about I 

15 hour after transplantation of the skeletal myoblasts into the infarcted myocardium 

to less than about 7 days after transplantation. 

In another aspect of the present invention, the expression of SDF-1 protein 

can be upregulated by introducing an agent into target cells that increases the 

expression of SDF-1 protein in the target cells. The target cells can include cells 

20 within the ischemia damaged tissue or ex vivo cells, such as autologous cells, that 

have been harvested from the subject and cultured. For example, the ex vivo 

cells can be cells that are introduced into the ischemia damaged tissue to express 

VEGF and/or cells that are introduced in the ischemia damaged tissue to provide 

transient expression of SDF-1. 

� 25 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-

30 encoding sequence in a given target cell. 
Other agents can also be introduced into the target cells to increase SDF-I 

protein levels in the target tissue. For example, agents that increase the 
transcription of a gene encoding SDF-1 protein increase the translation of an 
mRNA encoding SDF-1 protein, and/or those that decrease the degradation of an 

35 mRNA encoding SDF-1 protein could be used to increase SDF-I protein levels. 
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Increasing the rate of transcription from a gene within a cell can be accomplished 

by introducing an exogenous promoter upstream of the gene encoding 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 in accordance with the present invention can 

be used to express SDF-1 protein from a target cell in vivo or ex vivo. A preferred 

gene therapy method involves using a vector including a nucleotide encoding 

SDF-1. Examples of vectors that can be used include viral vectors (such as 

10 adenoviruses (’Ad’), adeno-associated viruses (AAV), and retroviruses), 

liposomes and other lipid-containing complexes, and other macromolecular 

� complexes capable of mediating delivery of a polynucleotide to a target cell. 

The vectors can also comprise other components or functionalities that 

further modulate gene delivery and/or gene expression, or that otherwise provide 

15 beneficial properties to the targeted cells. Such other components are described 

above. 

Vectors for use in expressing SDF-1 protein 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 

20 vector, especially a targeted vector that preferentially binds to a specific cell type. 

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. 

Presently preferred viral vectors are derived from adenovirus (Ad) or 

� 25 adeno-associated virus (MV). Both 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 operably linked to a gene encoding the SDF-1 

protein and is replication-defective in humans. Other vectors including viral and 

30 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 moiety which 

35 facilitates the secretion of a SDF-1 gene product from the target cell. 
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To combine advantageous properties of two viral vector systems, hybrid 

viral vectors may be used to deliver a SDF-1 nucleic acid to a target tissue 

(e.g., myocardium). Standard techniques for the construction of hybrid vectors 

are well-known to those skilled in the art. For example, the presence of enhancers 

5 upstream of the promoter or terminators downstream of the coding region, for 

example, can facilitate expression. 

In accordance with another aspect of the present invention, a tissue-

specific or drug-regulatable promoter can be fused to a SDF-1 gene. By fusing 

such tissue specific promoter within the adenoviral construct, transgene 

10 expression is limited to specific cell types (e.g., ventricular cardiomyocytes) or in 

response to specific drugs (e.g., tetracycline). 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. 

Where the ischemia damaged tissue is infarcted myocardium, the use of 

15 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 SDF-1 gene in viva 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 

20 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. 

In addition to viral vector-based methods, non-viral methods may also be 

� 25 used to introduce a SDF-1 gene into a target cell. 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. 

Methods that involve both viral and non-viral based components may be 
30 used according to the invention. For example, an Epstein Barr virus (EBV)-based 

plasmid for therapeutic gene delivery is described in Gui at al., Gene Therapy 

8:1508-1513,2001. Additionally, a method involving a DNMigand/polycationic 
adjunct coupled to an adenovirus Is described in Curial, D. 1., Nat. 

Immun. 13:141-164,1994. 
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Vectors that encode the expression of SDF-1 can be delivered to the target 

cell in the form of an injectable preparation containing a pharmaceutically 

acceptable carrier, such as saline, as necessary. Other pharmaceutical carriers, 

formulations and dosages can also be used in accordance with the present 

5 invention. 
The vector can be delivered by direct injection Sing a tuberculin 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 

vector directly into the [schemia damaged tissue, it is possible to target the gene 

10 rather effectively, and to minimize loss of the recombinant vectors. This type of 

injection also enables local transfection of a desired number of cells thereby 
� maximizing therapeutic efficacy of gene transfer, and minimizing the possibility of 

an inflammatory response to viral proteins. 

Where the ischemia damaged tissue comprises infarcted myocardium, a 
15 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. Other techniques well known in the art can also be used for 
transplanting the vector to the target cells of the infarcted myocardium. 

20 Where the target cell is a cultured cell that is later transplanted into the 
ischemia damaged tissue, the vectors can be delivered by direct Injection into the 
culture medium. An SDF-1 encoding nucleic acid transfected into cells may be 
operably linked to any suitable regulatory sequence, including a myocardium 
specific promoter and enhancer. 

25 The transfected target cells can then be transplanted to the ischemia 
damaged tissue by well known transplantation techniques, such as by direct 
injection using a tuberculin syringe. By first transfecting the target cells in vitro 
and than transplanting the transfected target cells to the infarcted myocardium, 
the possibility of inflammatory response in the infarcted myocardium is minimized 

30 compared to direct injection of the vector into the ischemia damaged tissue. 
SDF-1 nucleic acids of the present invention may be expressed for any 

suitable length of time within the target cell, including transient expression and - 
stable, long-term expression. In a preferred embodiment, the SDF-1 nucleic acid 
will be expressed in therapeutic amounts for a suitable and defined length of time. 

35 Specific dosages of proteins, nucleic acids, or small molecules can be determined 
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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 vector 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 
10 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. In the case where G-CSF is the mobilizing agent, there is a 

significant increase in neutrophil count, which could cause negative effects in the 
pen -surgical period, but not days or weeks later. Additionally, long term or chronic 

15 up-regulation SDF-1 protein expression would allow multiple attempts at stern cell 
mobilization. Further, chronic up-regulation in SDF-1 protein expression causes 
long term homing of stem cells into the ischemia damaged tissue from the 
peripheral blood without the need of stem cell mobilization. 

Examples 

20 The present invention is further illustrated by the following series of 
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. 

First Series of Examples 

Effect of stem cell mobilization with G-CSF 8 weeks following MI 

25 In order to ascertain whether stem cell mobilization by G-CSF leads to 
myocardial regeneration in rats with established ischemic cardiomyopathy, rats 8 
weeks following Ml were randomized to receive either recombinant human G-CSF 
(125 pg/kg/day for 5 days, via i.p. injection) or saline. Blood was obtained 5 days 
after initiating G-CSF therapy to verify bone marrow stimulation, revealing a 

30 tripling of the leukocyte count With G-CSF (37.3+ 5.3 cells/pl) compared with 
saline (11.8 + 4.0 cells/pi) therapy. 5-bromo- 2’-deoxyunidine, BrdU, was 
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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. 

Figs. 1 (a and b) show, respectively, the number BrdU-positive cells within 
infarct zone (a) and the shortening fraction (b) 4 weeks following administration of 

5 saline or G-CSF (12 weeks following LAD ligation). Cell counts are cells per mm’. 
Data represent mean – s.d. n=6-8 per group. 

The administration of G-CSF 2 months after LAD ligation did not lead to an 

increase in BrdU positive cell number within the infarct zone (Fig. I a) or to 
meaningful myocardial regeneration as determined by the lack of angiogenesis or 

10 cardiac myosin positive cells within the infarct zone (data not shown). Twelve 

weeks 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 

15 ligation, no meaningful recovery of systolic function was seen with G-CSF 

(Fig. Ib). 

Effect of SKMB transplantation prior to stem cell mobilization on ischemic 

card)omvopathy 

In order to test the hypothesis that myocardium temporally remote from the 
20 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 five injections of 
200,000 SKMB/injection within the infarct bottler zone. Because the initial 

hypothesis was that the transplanted SKMB would be used as a strategy for 
25 expressing gene products responsible for stem cell homing, as a control, the 

SKMB were transfected with adenovirus encoding luciferase. 
Figs. 2(a and b) show the effect of skeletal myoblast (SKMB) 

transplantation on BrdU+ cell counts within the infarct zone four weeks following 
cell transplantation (12 weeks following LAD ligation). Data represent mean – s.d. 

30 n=6-8 per group. 

The introduction of SKMB into the infarcted heart in the absence of G-CSF 
did not. significantly Increase the incorporation 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 
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weeks later (Fig. 2a). In addition, compared to animals that received either C-

CSF or SKMB transplantation alone, animals that received the combined therapy 

experienced a significant increase in shortening fraction (Fig. 2b) relative to saline 

controls. 

5 In order to determine if the BrdU positive cells in the infarct zone originated 
in the bone marrow, or were endogenous cells from the myocardium that divided, 
eight weeks following LAD ligation, BrdU was administered, for five days, starting 
six days prior to transplantation of SKMB and initiation of G-CSF. 

Fig. 3a shows that bone marrow (BM) stained for BrdU revealed almost 
10 100% staining of BM cells cultured from multiple animals. Fig. 3b shows that no 

significant Brdu+ cells were seen in untreated myocardium after five days of BrdU 

administration. Data represent mean – s.d. of positive cells quantified by two 

Sindependent observers blinded 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 
15 without any significant Erdu labeling of the myocardium (17.5 – 2.9 positive 

cells/mm2). 

Fig. 3c shows the increased BrdU+ cells within the infarct zone assessed 
- 

Nth the therapy in accordance with the present invention. 

In these experiments, only those animals that received SKMB and G-CSF 
20 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 the infarct zone following combined 
therapy. The data also support that SKMB transplantation re-establishes the 
necessary signals for stem cell homing to the myocardium. 

119 25 Signaling molecules responsible for stem cell homing to infarcted tissue 

The observation that circulating cells will engraft into infarcted tissue 8 
weeks after an Ml with "stimulation" of the tissue by SKMB transplantation 
prompted the evaluation of potential mediators of stem cell homing. Stromal cell-
derived factor-1 (SDF-1) is known to mediate hematopoietic trafficking and stem 

30 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-1 
(SDF-1) expression as a function of time following myocardial infarction. SDF-1 
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expression is absent at baseline, increased at 1 and 24 hours following Ml. SDF-
I expression returns to its absent state between 24 hours and 7 days following Ml 
and remains absent 30 days following Ml. SDF-1 expression recurs 72 hours 
following SKMB transplantation performed 30 days (30+) following Ml. 

5 Thus, by RT-PCR, SDF-1 expression was observed at 1 and 24 h, but not 
at 0, 7 or 30 days, after LAD ligation. SDF-1 expression was induced by SKMB, 
and was observed 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 shown). The increase in SDF-I expression in 

10 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 mediated engraftment of BrdU positive cells 
into the infarct zone, control cardiac fibroblasts or those stably transfected with an 
SDF-1 expression vector were transplanted into myocardium 4 weeks following 

15 LAD ligation. Ten days later, to allow for down-regulation of endogenous SDF-1 
expression, G-CSF was administered for five days, as was BrdU for five days 
beginning on the final day of G-CSF administration. 

Fig. 5(a and b) show the number of (a) BrdU+ cells and (b) CDII7+ cells 
within the infarct zone four weeks following transplantation of cardiac fibroblasts 

20 stably transfected with or without SDF-1 expression vector with or without G-CSF 
administration for five days following cardiac fibroblast transplantation. Data 
represent mean 

– s.d. of positive cells quantified by two independent observers 
blinded to the identity of each animal. n-3-5 per group. 

Fig. Sc is a photograph from a SDF-1/G-CSF treated animal stained 
� 25 CDI 17+. 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-1-expressing cardiac fibroblasts revealed a greater than 3-fold increase in 
the number of BrdU-positive cells throughout the infarct.zone. Animals that 

30 received control cardiac fibroblasts had a BrdU signal that was no different from 
control. 

Identification of BrdU positive, cells 

We performed immunofluorescence in order to determine the identity of 
the BrdU cells within the infarct zone. Antibody staining for CD45 demonstrated 
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that <5% of the BrdU-positive cells in response to cell transplantation and G-CSF 

administration are leukocytes, respectively. No cardiac myosin-BrdU positive cells 
were observed within the infarct zone of the animals treated with G-CSF without 
or with SKtvIB or cardiac fibroblast transplantation. 

Effect of VEGF expressing SKMB and G-CSF on neovascularization and LV 
function late following Ml 

Despite an increased number of BrdU-positive cells in the animals that 
received combined SKMB transplantation and bone marrow stimulation with G-
CSF, an increase in the vascular density or increase in the number of cardiac 

10 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 BrdU+ cells (open arrows) and cardiac myosin-expressing cells 

15 (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-
CSF. 

Fig. 6c shows improvement in LV function relative to no treatment control. 
Data represent mean – s.d. n=6-8 per group. Scale bar represents 10 pM. 

20 Transplantation of VEGF-1 65-expressing SKMB 8 weeks following Ml 
resulted in an increased vascular density within the infarct zone compared to 
saline controls (44.1 – 5.2 vs. 17.7 – 2.8 vessels/mm2; VEGF-165 vs. saline, 
respectively). Furthermore, the combination VEGF-165 expression and stem cell 
mobilization with G-CSF led to repopulation of the infarct zone with cardiac 

25 myosin-expressing cells consistent with myocardial regeneration (Fig 6a). The 
addition of VEGF-1 65 expression to SKMB also significantly increased LV function 
as measured by shortening fraction (Fig. Sb). No significant difference was 
observed in shortening fraction between treatment strategies of transplantation of 
VEGF-165 expressing SKMB and SKMB transplantation combined with the 

30 administration of G-CSF (data not shown). 

Methods 
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All animal protocols were approved by the Animal Research Committee, 

and all animals were housed in the AAALAC 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, RSPI002). Anterior wall Ml was 

induced in 150-175g male Lewis rats by ligation of the left anterior descending 

(LAD) artery with the aid of a surgical microscope (Leica M500). 

20-Echocardiography 

10 2D-echocardiography was performed 5-7 days and 8 weeks following LAD 

ligation and 4 weeks following SKMB transplantation using a 15-MHz linear array 

transducer interfaced with a Sequoia C256 (Acuson). Rats were lightly sedated 

with ketamine (50mg/kg) for each echocardiogram. For quantification of LV 

dimensions and wall thickness, we digitally recorded 2D clips and m-mode images 

15 in a short axis view from the mid-LV just below the papillary muscles allowing for 

consistent measurements from 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 six times, from three 

randomly chosen m-mode clips out of five recorded by an observer blinded to 

20 treatment arm. As a measure of LV function, the shortening fraction was 

calculated from M-Mode recordings. Shortening fraction (%) = 
(LVEDDLVESD)/LVEDD*1 00, where LVEDD - left ventricular end diastolic. 

� dimension and LVESD - left ventricular end systolic dimension. Dimensions were 

measured between the anterior wall and posterior wall from the short axis view 

25 just below the level of the papillary 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 175ml culture flask (Falcon), and grown in DMEM 

30 including 10% fetal bovine serum, 300mg/I 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 transplantation, 
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purified myoblasts were transfected with 108 pfu/ml of replicative deficient 
adenovirus expressing VEGF-1 65 or luciferase (control) under control of a CMV 
promoter. On the day of transplantation, myoblasts were harvested with trypsin, 
washed extensively in PBS to remove any free viral particles and reconstituted 
immediately prior to transplantation. Animals were then anesthetized, ventilated 
and subjected to a lateral thoracotomy for direct visualization of the infarct zone. 
Approximately 1 x 106 cells were injected per animal in five locations. 

Cardiac fibroblasts were harvested from several adult rat heads and plated 
in a similar fashion to SKMB. SDF-1 from the total RNA retrieved from hearts 24 h 

10 after myocardial infarction was cloned into the expression vector PCDNA3.1 
(Forward-(NOT-1 )-AATAAGAAATGCGGCCGCATGGACGCCAAGGTCc3TCGCT 
GTGCTGGCC; 

Reverse-(Xba-1 )-TCTAGACTTGmMGGCTTTGTCCAGGTACTCTTGGA. 
Cardiac fibroblasts stably transfected with SDF-1 PCDNA3.1 expression vector 

15 were selected with neomycin. 

Stem Cell Mobilization 

Recombinant human G-CSF (125 uglkg) was administered via 
intraperitoneal (i.p.) injection for five days beginning on the day of skeletal 
myoblast transplantation. Complete blood count and differential data (Bayer, 

20 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 

25 Rats were euthanized, their heads harvested for analysis four weeks 
following cell transplantation following perfusion fixation with HistoChoice 
(Amresco Inc., Solon, OH), and sectioned into three equal division perpendicular 
to the LV long-axis. The mid-ventricular and apical segments were 
paraffin-embedded and several sections 6 urn thick were utilized for 

30 immunohistochemistry. Monoclonal antibodies to cardiac myosin (Chemicon), 
CD45 (Chenton), Factor VIII (Chemidbn), cbi 17 (Santa Cruz Biotehnology) and 
BrdU (Vector labs) were utilized. Secondary antibodies either Flit- or biotin-
labeled were used. For quantification, five sections within the infarct zone were 
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analyzed for positive cells and vascular density. We were unable to perform 

CDI 17 and BrdU double labeling because the HCI treatment in our protocol for 
BrdU antigen presentation resulted in the expression of a nuclear epitope that 

three different CD1 17 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 guanidine isothiocyanate-cesium chloride method. 
Primers specific for rat SOP-I (Forward: TTGCCAGCACAAAGACACTCC; 

10 Reverse: CTCCAAAGCAMCCGM TACAG, expected product 243 base pairs, 
40 cycles) were utilized and GAPDH (Forward: CCCCTGGCCAAGGTCATCCA; 

S 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-

15 green incorporation into the PCR product SDF-1 (Forward: 

ATGccCCTGccGATFcmG Reverse: TGTTGTTGCTTTTCAGCCTTGC, 

expected product 116 base pairs) and GAPDH as above. 

…ienoviral Construct 

The adenoviral construct encoding VEGF-165 was generous gift from Gen 

20 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 (OMEM) supplemented with 10% calf serum. The 

� El -,E3-adenovirus vector AdVEGF-1 65 was generated by linearizing the shuttle 
vector plasmid at a unique restriction site adjacent to the left end inverted terminal 

25 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 buffer containing 10 m Tris, pH 7.8, 
150  m NaCI, 10  m MgCl2 and 3% sucrose and stored at ›80 DC until use. 

30 The transgene expression is under the control of the cytomegalovirus immediate 
early promoter. 

Statistical Analysis 
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Data are presented as mean – SEM. Comparisons between groups were 
made by Student t-test. 

Second series of Examples 

Effect of Skeletal Myoblast Transplantation on Left Ventricular Function 

5 The effects of autologous SKMB transplantation on vascular density and 
LV function were examined to determine If KMB expressing VEGF-165 leads to 
significant neovascularization of the infarct zone and improved left ventricular 

function. 

Eight weeks following myocardial infarction induced by LAD ligation, the 
10 pen -infarct zone was injected with either 1 million SKMB (n=6) or saline (n=7) in 

five equally divided injections. Four weeks later LV function was quantified as 
shortening fraction by echocardiogram, and the hearts were harvested. The 
vasculature was identified by Factor VIII immunohistochemistry and vascular 

density was quantified throughout the infarct zone. 

15 Figs. 7(a and b) graphically illustrates the data from this study. Data 
represent mean – sd, pcQ 

The data shows that the transplantation of SKMB into the pen -infarct zone 
eight weeks after myocardial.infarction induced by LAD ligation did not result in 
neovascularization of the infarct zone (7a). SKMB transplantation, however, did 

20 result in a small (-20%), yet statistically significant increase in LV function as 
measured by shortening fraction at the level of the papillary muscle (6.8 

– 1.0% 
vs. 8.1 – 1.1%, P<0.01)(7b). 

Neovascularizatjon in Response to Cell-based and Direct Adenoviral VEGF 
Delivery 

25 The angiogenic response between direct viral injections was compared to 
transplantation of virally transfected SKMB. In each case, eight weeks following 
myocardial infarction induced by LAD ligation, the pen -infarct zone was injected 
with either I x107 pfu of AdVEGF-165 (n=4) or I million SKMB transfected with 
AdLuc (n=3) orAdVEGF-165 (n6) in five equally divided injections. The 

36 vasŁulature was identified by Factor VIII imræundhistbchØmistry and vthŁculàr 
density was quantified by counting Factor VIII stained vessels in tissue sections 
obtained just below the level of the papillary muscles. 
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Fig. 8 shows the vessel density within the infarct zone by direct adenoviral 

injection compared to the vessel density by transplantation of cells expressing 

VEGF-165. Data represent mean – sd, *p.coo5 

A significant increase in vascular density was observed in those animals 

5 that received either adenoviral injection of VEGF-165 or cell transplantation with 

VEGF-165 expressing SKMB. There was no gross or histologic evidence of 

hemangioma formation with either treatment strategy. A significant greater 

increase in vascular density in those animals treated with cell transplantation was 

also observed compared to direct viral injection. 

10 Figs. 9(a-f) are photographs of representative sections of the infarct zone 4 

weeks following injection into the pen -infarct zone of either 1 million SKMB 

transfected with AdLUC (A, D), IxIV pfu AdVEGF-165 (B, E) or 1 million SKMB 

transfected with AdVEGF-165 (C, F) in five equally divided injections. (A-C) H & E 

staining and (D-F) immunohistochemistry for Factor VIII. 

15 The photographs in Figs. 9(a-f) show that the infarct zone following SKMB 

transplantation is relatively avascular (Figs. 9(a and d)). The neovascularization 

following VEGF-165 therapy by either modality results in the development of 

increased vascular density was characterized by an increase in the number of 

capillaries and small arterioles (Figs. 9(b, c, e, and f)). 

20 Figs. l0(a and b) show representative H & E stained sections of the 

$ pert-infarct zone four weeks following injection of (a) I  V pfu AdVEGF-1 65 or (b) 

I million SKMB transfected with 1x107 pfu AdVEGF-165 each in five equally 

divided injections. 

Four weeks following treatment, the pen -infarct zone in animals injected 

25 with adenovirus consistently revealed an inflammatory infiltrate (Figure ba) that 

was not present in any of the animals transplanted with VEGF-165 expressing 

SKMB (Figure lOb). 

Cell-based Delivery of VEGF Results in Improved Left Ventricular Function 

To determine if either direct viral injection or cell-based expression of 

30 VEGF-165 leads to improved LV function, eight weeks following myocardial 

infarction the pen-infarct zone was injected with either saline, 1 x 07 pfu of 

AdVEGF-165 (n=4) or 1 million SKMB transfected with AdLuc(n=3)0rAdVEGF-

165 (n6) in five equally divided injections. LV function was quantified 4 weeks 

later by echocardiogram. 
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Figs. II (a and b) show LV function presented as (A) shortening fraction 

(%) or (B) relative to saline control. Data represent mean – sd, *D<() 

The LAD ligation model used for these studies resulted in a significant 

decrease in shortening fraction. There was a significant increase in LV function in 

5 the hearts that underwent transplantation with cells expressing VEGF-165 

compared to hearts that received direct injection of adenovirus encoding for 

VEGF-1 65 (Fig. 11 a). Furthermore, the improvement in LV function seen with 

transplantation of VEGF-165 expressing SKMB was significantly greater than that 

seen with transplantation of SKMB alone (Figure I Ib). Despite a significant 

10 increase in vascular density with direct injection of VEGF-1 65 encoding 

adenovirus, no improvement in LV function compared to saline injection alone was 

seen with this treatment strategy (Fig. 11 b). 

The data from these second series of experiments demonstrate that both 

adenoviral and cell-based delivery of VEGF-165 induces neovascularization 

15 (50 – 7% and 145 – 29% increase in vascular density compared to SKMB alone, 

respectively), within the infarct zone. Cell-based, but not adenoviral delivery of 

VEGF-165, resulted in a significant increase In cardiac function (69.1 
–  8.2% and 

1.5 
– 

5.8% increase in shortening fraction compared to saline control), even when 

compared to the delivery of SKMB alone (increase of 19.1 
– 10.7%). The data 

20 from these second series of experiments further demonstrate that cell-based 

delivery of VEGF leads to an improved treatment-effect over direct adenoviral 

injection, and suggest that already developed adenoviral vectors could potentially 

be used as adjunctive therapy when considering SKMB transplantation. 

Both of these approaches resulted in the local transient expression of 

25 VEGF, and all animals in the study were ultimately treated with 1 X 07 pfu of VEGF 

encoding adenovirus. 

Significant neovascularization was seen throughout the infarct zone with 

both VEGF delivery strategies, and a small increase in left ventricular function was 
observed in those animals treated with SKMB alone. The transplantation of 

30 VEGF-185 expressing SKMB resulted in a significantly greater vascular density 

and -70% increase in LV function, as quantified by shortening fraction. On the 

other hand, despite an increase in vascular density within the infarct zone with the 
injection of adenovirus encoding VEGF-165, this therapy did not result in an 
improvement in LV function. 
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Potential

2 

Potential mechanisms for the synergistic improvement in LV function 

observed using concurrent SKMB and VEGF may relate to the ability of VEGF to 

induce hematopoietic stem cell (HSC) release from the bone marrow. Vascular 

endothelial growth factor (VEGF) administration has been shown to mobilize 

5 CD34+ hematopoietic stem cells in mice, resulting in augmented 

neovascularization. It is possible that both delivery strategies similar HSC release, 

but that in the absence of the inflammatory response typically associated with 

adenoviral injection (and not associated with transplantation of VEGF-1 65 

expressing SKMB), the HSC that enter the myocardium may be more likely to 

10 differentiate into cardiac myocytes. 

Methods 

LAD Ligation 

All animal protocols were approved by the Animal Research Committee, 

and all animals were housed in the AAALAC animal facility of the Cleveland Clinic 

15 Foundation. Animals were anesthetized with sodium pentobarbital, 50 mg/kg, 

intubated, and ventilated with room air at SD breaths per minute using a pressure 

cycled rodent ventilator (Kent Scientific Corp. RSPI 002). Anterior wall Ml was 

induced in 150-175 g male Lewis rats by ligation of the left anterior descending 

(LAD) artery with the aid of a surgical microscope (Leica M500). 

20 2D-echocardlopraphy 

2D-echocardiography was performed 5-7 days and 8 weeks following LAD 
ligation and 4 weeks following SKMB transplantation using a 15-MHz linear array 
transducer interfaced with a Sequoia C256 (Acuson). Rats were lightly sedated 
with ketamine (50mg/kg) for each echocardiogram. For quantification of LV 

25 dimensions and wall thickness, we digitally recorded 2D clips and rn-mode images 
in a short axis view from the mid-LV just below the papillary muscles allowing for 
consistent measurements from 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 randomly 

30 chosen m-mode clips out of 5 recorded by an observer blinded to treatment arm. 
As a measure of LV function, the shortening fraction was calculated from M-Mode 
recordings. Shortening fraction (%) = (LVEDDLVESD)/LVEDD*100, where 
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LVEDD - left ventricular end diastolic dimension and LVESD - left ventricular end 
systolic dimension. Dimensions were measured between the anterior wall and 
posterior wall from the short axis view just below the level of the papillary muscle. 
In addition, anterior wall thickness was measured at end-diastole. 

Cell Preparation and cell and viral Delivery: 

Skeletal myoblasts were harvested from the hind limbs of several Lewis 
rats (Harlan Labs), plated in I 75m1 culture flask (Falcon), and grown in DMEM 
including 10% fetal bovine serum, 300mgI1 ECGS, and the antibiotics penicillin, 
streptomycin, and ofloxacin. Cells were passed once 75% confluence was 

10 achieved to avoid differentiation. 
On the day prior to cell transplantation, purified myoblasts were transfected 

with 1 x o7 pfu/ml of replication deficient, El, E3-deleted adenovirus expressing 
VEGF-I 65 or luciferase (control) both under control of a CMV promoter. On the 
day of transplantation, myoblasts were harvested with trypsin, washed extensively 

15 in PBS to remove any free viral particles and reconstituted immediately prior to 
transplantation. Animals were then anesthetized, ventilated and subjected to a 
lateral thoracotomy for direct visualization of the infarct zone. Approximately I x 
106 cells were injected per animal in five locations. Similarly, direct viral injection 
into the pen -infarct was accomplished through five injections of 0.2xl 07 pfu each. 

20 Volume of each injection was 100 pL. In all experiments, two injections were 
made along the left and two along the right border of the pen -infarct zone; the fifth 
injection was in the pen -infarct zone at the LV apex. 

Adenoviral Construct 

The adenoviral construct encoding VEGF-165 was generous gift from Gen 
25 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-deleted adenovirus vector AdVEGF-165 was generated by linearizing the 
shuffle vector plasmid at a unique restriction site adjacent to the left end inverted 

30 terminal repeat (IIR) 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 
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gradients. The purified virus was dialyzed against a buffer containing 10 mM Tris, 

p97.8,150 mM MaCI, 10 mM MgCl2 and 3% sucrose and stored at -80 OC until 

use. The transgene expression is under the control of the cytomegalovirus 

immediate early promoter. 

5 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 secioned into three equal divisions perpendicular 

to the LV long-axis. The mid-ventricular section was paraffin-embedded and 

10 several sections 6 urn thick were obtained lust below the papillary muscle for 

analysis. Sections were stained with hemotoxylyn and eosin for histological 

analysis. To assist with blood vessel identification, sections were stained using an 

antibody to Factor VIII (Santa Cruz Biotechnology) and an HRP labeled goat anti-

mouse secondary antibody. These sections were counterstained with 

15 hematoxylin. Blood vessels were counted throughout the infarct zone of each 

animal by a trained observer blinded to the identity of each animal. 

Statistical Analysis 

Data are presented as mean – s.d. Comparisons between groups were 

made by Student t-test. 

20 SEQUENCE LISTING 

<110> Penn, Marc 

<120> Cell-Based VEGF Delivery 

<130> CCF-6374 

<140> us 10/426,769 

25 <141> 2003-04-30 

<160> 8 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 48 

30 <212>DNA 

<213> artificial sequence<220>c223> vector 

<400> 1 
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aataagaaat gcggccgcat ggacgccaag gtcgtcgctg tgctggcc 48 

<210> 2 

<211> 38 

<212> DNA 

5 <213> artificial sequence 

<220> 

<223> PCDNA3.1 vector 

<400> 2 

tctagacttg tttaaggctt tgtccaggta ctcttgga 38 

10 <210> 3 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 

<220> 

15 <223> oligonucleotide primer 

<400> 3 

ttgccagcac aaagacactc c 21 

<210> 4 

<211> 22 

20 <212> DNA 

<213> artificial sequence 

<220> 

<223> oligonucleotide primer 

<400> 4 

� 25 ctccaaagca aaccgaatac ag 22 

<210> 5 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> artificial sequencec220><223> oligonucleotide primer 

30 <400> 5 

cccctggcca aggtcatcca 20 

<210> 6 

<211> 20 

<212> DNA 

35 <213> artificial sequence 
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<220> 

<223> otigonucleotid primer 

<400> 6 

cggaaggcca tgccagtgag 

5 <210> 7 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

10 <223> oligonucleotide primer 

<400> 7 

atgcccctgc cgattctttg 20 

<210> 8 

<211> 22 

15 <212> DNA 

<213> artificial sequence 

<220> 

<223> oligonucleotide primer 
<400> 8 

20 tgttgttgct tttcagcctt go 

20 

PCTI(JS2003/034411 
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Having described the invention, the following is claimed: 

A method of stimulating stem cell differentiation in ischemia 

damaged tissue, said ischemia damaged tissue including a first concentration of 
stem cells and a first concentration of VEGF, said method comprising the steps of: 

increasing the concentration of VEGF in said ischemia damaged 

tissue from the first concentration to a second concentration; and 
increasing the concentration of stem cells in said ischemia 

damaged tissue from said first concentration to a second concentration, said 
concentration of stem cells being increased while said concentration of VEGF in 
said ischemia damaged tissue is increased. 

2. The method of claim I wherein the step of increasing the 
concentration of stem cells comprises administering an agent that causes the 
stem cells to mobilize from bone marrow to peripheral blood of the ischemia 
damaged tissue. 

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 chematherapeutic agents. 

4. The method of claim 2 wherein the agent comprises G-CSF. 

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 VEGF comprises affecting cells to express VEGF in the ischemia 
damaged tissue. 

The method of claim 6 wherein the cells are affected to express 
VEGF using gene therapy. 
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8. The method of claim 6 wherein the cells affected to express VEGF 

comprise cells that have been cultured ex vivo and introduced into the ischemia 

damaged tissue. 

9. The method of claim 8 wherein the cells affected to express VEGF 

comprise autologous cells that have been harvested from the subject to be treated 

prior to culturing. 

10. The method of claim 6 wherein the cells affected to express VEGF 

comprise cells of the ischemia damaged tissue. 

11. The method of claim 6 wherein the ischemia damaged tissue 

comprises a first concentration of SDF-1, and further comprising the step of 

increasing the concentration of SDF-1 in the ischemia damaged tissue from the 

first concentration to a second concentration while the concentration of VEGF in 

the ischemia damaged tissue is increased. 

12. The method of claim 11 wherein the concentration of SDF-1 in the 

ischemia damaged tissue is increased by affecting cells in the ischemia damaged 
tissue to express SDF-1 

13. The method of claim 11 wherein the cells are affected to express 
SDF-1 by introducing an expression vector into the cells, said expression vector 
including a nucleic acid encoding for SDF-1. 

14. The method of claim 13 wherein the cells affected to express SDF-
1 comprise cells that have been cultured ex vivo and introduced into the ischemia 
damaged tissue. 

15. The method of claim 14 wherein the cells affected to express SDF-
I comprise autologous cells that have been harvested from the subject to be 
treated prior to culturing. 

16. The method of claim 6 wherein the cells affected to express SDF-1 
comprise native cells of the ischemia damaged tissue. 
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17. A method of stimulating stem cell differentiation in infarcted 
myocardium, said method comprising the steps of: 

introducing cells into said infarcted myocardium, said cells being 
affected to express VEGF in said infarcted myocardium; and 

administering an agent that mobilizes said stem cells from bone 
marrow to peripheral blood of the infarcted myocardium, said stem cells being 
mobilized from the bone marrow to the peripheral blood while said VEGF is 

expressed in the infarcted myocardium. 

18. The method of claim 17 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 chematherapeutic agents. 

19. The method of claim 18 wherein the agent comprises G-CSF. 

20. The method of claim 17 wherein the cells are affected to express 
VEGF using gene therapy. 

21. The method of claim 20 wherein the cells are affected to express 
VEGF, are transfected by an expression vector, said expression vector including a 
nucleotide encoding VEGF. 

22. The method of claim 17 further comprising the step of culturing 
cells ex vivo prior to affecting the cells to express VEGF. 

23. The method of claim 22 wherein the cells affected to express VEGF 
comprise autologous cells that have been harvested from the subject to be treated 
prior to culturing. 

24. The method of claim 17 wherein said infarcted myocardium 
includes a first concentration of VEGF, the cells affected to express VEGF 
increasing the concentration of VEGF in the ischemia damaged tissue from the 
first concentration to a second concentration. 
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25. The method of claim 17 wherein the cells affected to express VEGF 
In the infarcted myocardium being further affected to express SDF-1 in the 
ischemia damaged tissue. 

26. The method of claim 17 wherein the cells are affected to express 
SDF-1 by introducing jan expression vector into said cells ex viva, said expression 
vector including a nucleic add encoding for SDF-1. 

27. A method of stimulating stem cell differentiation in infarcted 
myocardium, said method comprising the steps of: 

introducing skeletal myoblasts into said infarcted myocardium, said 
skeletal myoblasts being transfected with an expression vector to express VEGF 
in said infarcted myocardium; and 

administering a colony stimulating factor that mobilizes said stem 
cells from bone marrow to peripheral blood of the infarcted myocardium, said stem 
cells being mobilized from the bone marrow to the peripheral blood while said 
VEGF is expressed in the Infarcted myocardium. 

28. The method of claim 27 wherein said stem cells mobilized from the 
bone marrow are differentiated into cardiomyocytes. 

29. The method of claim 27, wherein said stem cell differentiation 
promotes tissue regeneration in the infarcted myocardium. 
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expression, and can infect a wide target cell range. Alphavirus replicons may be 

targeted to specific cell types (e.g., cardiomyocytes) by displaying on their virion 

surface a functional heterologous ligand or binding domain that would allow 

selective binding to target cells expressing a cognate binding partner. Alphavirus 

5 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 replicon 

is non-cytopathic. 

In many of the viral vectors compatible with methods of the invention, more 

10 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 expression of the VEGF gene product from the target cell. 

To combine advantageous properties of two viral vector systems, hybrid 

15 viral vectors may be used to deliver a VEGF 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 number of laboratory manuals that discuss 

20 recombinant DNA technology. Double-stranded MV genomes in adenoviral 
capsids containing a combination of AAV and adenoviral ITRs may be used to 
transduce cells. In another variation, an AAV vector may be placed into a 
"gutless", "helper-dependent" or 0high-capacly adenoviral vector. 

AdenoviruslAAV hybrid vectors are discussed in Lieber at al., J. Virol. 73:9314-
25 9324, 1999. Retrovirus/adenovirus hybrid vectors are discussed in Zheng at al., 

Nature Biotechnol. 18:176-186, 2000. Retroviral genomes contained within an 
adenovirus may integrate within the target cell genome and affect stable VEGF 
gene expression. 

Other nucleotide sequence elements, which facilitate expression of the VEGF 
30 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 expression. 

The present invention also contemplates the use of tissue-specific 
promoters for cell targeting. For example, where the ischemia damaged tissue 

35 comprises infarcted myocardium, tissue-specific transcriptional control sequences 
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(54) Titulo: PROVISION DE VEGF BASADA EN CELULAS 

(57) Resurnen: On rnØtodo para estimular la diferenciaciÆn de 

cØlulas ruadre en tejido danado par isquemia, que comprende los 

pasos de aurnentar la concentración de VEGF en el tejido danado 

por isquemia y aumentar la cancentración de celulas madre en 

el tejido danada par isquemia mientras se incrernenta la 

concentración de VEGF en el tejido danado por isquemia. 



LI t 
PROVISIoN DE VEGF BASADA EN CELULAS 

Campo de la invención 

La presente invención se refiere a un mØtodo para estimular is 

diferenciación de cØlulas madre y en particular se refiere a 

un mØtodo para estimular la diferenciación de cØlulas madre 

mediante la provision de VEGF basada en cØlulas. 

Antecedentes de la invención 

La angiogØnesis terapØutica ofrece la posibilidad de 

tratar miocardiopatias isquØmicas y otros sindromes 

isquOmicos. La angiogØnesis terapØutica pars el tratamiento de 

cardiopatia isquØmica demostrO su eficacia en varios modelos 

animales y estudios piloto humanos en pacientes no 

susceptibles de ser sometidos a revascularizaciOn coronaria. 

Entre los factores angiogØnicos analizados en estudios humanos 

se incluyen FGF 1, 2 y 4 y varias isoformas multiples de VEGF. 

Freedman, S.B. & Isner, J.M., Ann Intern Med 2002; 136(1):54-

71. Mn falta determinar el mØtodo de provisiOn Optimo para el 

tratamiento de angiogØnesis. La producciOn persistente y no 

regulada de factor de crecimiento del endotelio vascular 

(VEGF) tiene efectos contraproducentes en modelos animales, 

por 10 que se prefiere la expresiOn local y transitoria cuando 

se intentan minimizar los efectos sistØmicos. Lee et al., 

Circulation 2000; 102(8):898-901. 

Las estrategias estudiadas en populaciones clinicas para 

la provisiOn de factores angiogØnicos han incluido is 
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provision de proteinas mediante inyeccion intravenosa o 

intracoronaria, inyecciOn intracoronaria de adenovirus o 

inyecciOn intramiocÆrdica directa de proteinas, ADN desnudo o 

adenovirus codificador de productos gOnicos angiogØnicos. 

Udelson, J.E., et al., Circulation 2000; 102(14) :1605-1610. 

Simons, M., et al., Chronos NA., Circulation 2002; 105(7):788-

793. Grines, C.L., et al. Circulation 2002; 105(11) :1291-1297. 

Laham, R.J., et al., Circulation 1999; 100(18).:1865-1871. � 

Vale, P.R., et al., Circulation 2001; 103(17) :2138-2143. 

Rosengart T.K., et al. Circulation 1999; 100(5) :468-474. 

Las estrategias de provisiOn intracoronarias de proteina 

VEGF estªn limitadas por las toxicidades sistØmicas tales come 

la hipotensiOn que se desarrolla en respuesta a las altas 

dosis requeridas para obtener suficiente revascularizaciOn 

miocÆrdica. Hariawala M.D., et al., J. Surg. Res. 1996; 

63(1):77-82. Lopez, J.J., et al. Am. J. Physiol. 1997; 273(3 

Pt 2) :H1317 -H1323. El ADN desnudo requiere inyecciOn 

miocardica directa debido a la rÆpida degradación por 

nucleasas circulantes. 

Smntesis de la invención 

Un aspecto de la presente invenciÆn se refiere a un 

inØtodo para estiruular la diferenciación de cØlulas madre en 

tejido danado por la isquemia. El tejido danado por la 

isquemia incluye una cebadora concentracion de cØlulas rnadre y 

una cebadora concentraciOn de VEGF. En el mØtodo, se puede 
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aumentar la concentración de VEGF en el tejido danada par la 

isquemia a partir de una cebadara cancentración a una segunda 

cancentración. La cancentración de cØlulas madre en el tejido 

danado par la isquemia se puede incrementar de la cebadara 

concentracion a una segunda cancentración. La cancentración de 

cØlulas madre puede aumentar mientras se incrementa la 

cancentración de VEGF en el tejido daflada par la isquemia. 

De acuerda can atra aspecta de la presente invención, se 

puede aumentar la cantidad de cØlulas madre par administración 

de un agente que causa la mavilizaciÆn de las cØlulas madre 

desde la mØdula ósea hacia la sangre perifØrica del tejido 

daflada par la isquemia, a par inyección de cØlulas madre en la 

sangre perifØrica. En un aspecta de preferencia de la presente 

invención, se puede seleccianar el agente que causa la 

maviljzacjón de las cØlulas madre desde la mØdula ósea hacia 

la sangre perifØrica del grupa que cansiste en citaquinas, 

quirnioquinas y agentes quimioterapØuticas. En un aspecta de 

mayor preferencia de la presente invención, el agente 

camprende factor estimulante de calanias de granulacitas (G-

CSF) 

En atro aspecta de la presente invención, el pasa de 

aumentar la cancentración de VEGF comprende afectar las 

cØlulas para que expresen VEGF en el tejido danada par la 

isquemia. Se pueden afectar las cØlulas para que expresen VEGF 

mediante terapia gØnica. tin mØtada de preferencia de terapia 



gØnia puede incluir la transfección de las cØlulas con un 

vector de expresión. El vector de expresión puede incluir un 

Æcjdo nucleico coditicador de VEGF. 

De acuerdo con aün otro aspecto de la presente invención, 

las cØlulas afectadas para expresar VEGF conprenden celulas 

que se ban cultivado ex vivo e introducido en el tejido danado 

por la isquemia. Las cØlulas cultivadas pueden comprender 

cØlulas antólogas que se han cosechado del sujeto a tratar, 

para su cultivo previo. En otro aspecto, las cØlulas afectadas 

para expresar VEGF pueden comprender cØlulas nativas del 

tejido danado por la isquemia. 

De acuerdo con otro aspecto de la presente invención, el 

tejido daæado por la isquemia puede comprender una cebadora 

concentraciÆn de SDF-l. La concentración de SDF-1 en el tejido 

daflado por la isquemia se puede incrernentar de la cebadora 

concentracion a una segunda concentración, rnientras aumenta la 

is 

concentración de VEGF en el tejido danado por la isquemia. La 

concentracion de SDF-1 en el tejido danado por la isquemia se 

puede aumentar al afectar cØlulas en el tejido daæado por la 

isquemia para que expresen SDF-1. 

De acuerdo con otro aspecto de la presente invención, las 

cØlulas se pueden afectar para que expresen SDF-1 mediante la 

introducción de un vector de expresión en las cØlulas. El 

vector de expresión puede incluir un Æcido nucleico 

codificador de SDF-1. Las cØlulas afectadas para expresar SDF-
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1 pueden camprender cØlulas que se cultivaron ex viva y se 

introdujeron en el tejido danado par la isquemia. Las cØlulas 

afectadas para expresar SDF1 tambiØn pueden camprender cØlulas 

antólagas que se casecharan del sujeta a tratar, para su 

cultivo previa. Como alternativa, las cØlulas afectadas para 

expresar SDF-1 pueden camprender cØlulas nativas del tejido 

danada par la isquemia. 

Dc acuerdo can aün atra aspecta de la presente invención, 

las cØlulas afectadas para expresar VEGF en el tejido danada 

par la isquemia tambiØn pueden ser afectadas para expresar 

SDF-1 en el tejido danada par la isquemia. Las cØlulas pueden 

ser afectadas para expresar SDF-1 inediante la intraducción de 

un vector de expresión en las cØlulas. El vector de expresión 

puede incluir un acida nucleica cadificadar de VEGF. 

Otra aspecta de la presente invención se refiere a un 

mØtoda para estimular la diferenciacion de cØlulas madre en 

infarta de miocardia. En el mØtada se pueden intraducir 

cØlulas en el miacardia infartada. Las cØlulas pueden ser 

afectadas para expresar VEGF en el miacardia infartada. Se 

puede administrar un agente que movilice las cØlulas madre 

desde la mØdula ósea hacia la sangre perifØrica del miacardia 

infartado. Se pueden mavilizar las cØlulas madre desde la 

inØdula Æsea hacia la sangre perifØrica, mientras se expresa 

VEGF en el miacardia infartada. 



En otro aspecto de la presente invención, el agente que 

causa la movilización de las cØlulas madre desde la mØduLa 

ósea hacia la sangre perifØrica del miocardio infartado se 

puede seleccionar del grupo que ccnsiste en citoquinas, 

quimioquinas y agentes quimioterapØuticos. De preferencia, el 

agente puede comprender factor estimulante de colonias de 

granulocitos (G-CSF) 

De acuerdo con otro aspecto de la presente invención, las 

celulas pueden ser afectadas para expresar VEGF en el 

miocardio infartado, mediante terapia gØnica. La terapia 

gØnica puede incluir que se afecten las cØlulas con un vector 

de expresión para expresar VEGF. El vector de expresión puede 

incluir una secuencia de nucleÆtidos codificadora de VEGF. 

De acuerdo con aCm otro aspecto de la presente invenciÆn, 

las cØlulas que expresan VEGF en el miocardio infartado pueden 

comprender cØlulas cultivadas ex vivo antes de su introduccian 

en el miocardio infartado. En otro aspecto, las cØlulas 

afectadas para expresar VEGF pueden comprender cØlulas 

antologas que se cosecharon del sujeto a tratar, para cultivo 

previo. 

En otro aspecto de la presente invenciôn, el miocardio 

infartado puede incluir una cebadora concentraciôn de VEGF. 

Las cØlulas afectadas para expresar VEGF pueden aumentar la 

concentracion de VEGF en el tejido daflado por la isquemia, 
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desde la cebadora concentraciÆn hasta una segunda 

concentración. 

De acuerdo con aün otro aspecto de la presente invencion, 

las celulas afectadas para expresar VEGF en el miocardio 

infartado pueden ser afectadas ademÆs para expresar SDF-1 en 

el miocardio infartado. Las cØlulas pueden ser afectadas para 

expresar SDF-1 mediante la introducciÆn de un vector de 

expresión en las cØlulas. El vector de expresión puede incluir 

un Æcido nucleico codificador de SIJF-l. 

Otro aspecto de la presente invención se refiere a un 

mØtodo para estimular la diferenciaciôn de cØlulas madre en el 

miocardio infartado, para promover la regeneración tisular del 

miocardio infartado. En el mØtodo, se pueden introducir 

mioblastos esquelØticos en el miocardio infartado. Los 

mioblastos esquelØticos se pueden transfectar con un vector de 

expresión, a fin de expresar VEGF en el miocardio infartado. 

Se puede adruinistrar un factor estimulador de colonias que 

moviliza dichas cØlulas madre desde la inØdula ósea hacia la 

sangre periferica del miocardio infartado. Las cØlulas madre 

se pueden movilizar desde la mØdula Æsea hacia la sangre 

periferica, mientras se expresa VEGF en el miocardio 

infartado. Las cØlulas madre movilizadas desde la mØdula Æsea 

se pueden diferenciar a miocardiocitos. 

Breve descripción de los dibujos 
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Otras caracteristicas de la presente invención serÆn 

aparentes para los expertos en el arte, a los cuales se 

refiere la presente invención, a partir de la lectura de la 

siguiente descripción de la invención, con referenda a los 

dibujos acompaflantes, en los cuales: 

Las Figs. 1 (a y b) son grÆficos que muestran, 

respectivamente, la cantidad de cØlulas BrdU-positivas en la 

zona del infarto a) y la fracción de acortamiento b) 4 semanas 

despuØs de la administraciOn de solución fisiológica o G-CSF 

(12 semanas despuØs de la ligadura LAD) 

Las Figs. 2 (a y b) son grÆficos que muestran el efecto 

del trasplante de mioblastos esquelØticos (SKMB) sobre el 

recuento de celulas BrdU+ en la zona del infarto 4 semanas 

despuØs del trasplante celular (12 semanas despuØs de la 

ligadura LAD) 

Las Figs. 3 (a y b) son fotografias que muestran a) mØdula 

Æsea teflida para BrdU y b) miocardio no tratado despuØs de 5 

dias de administracian de BrdU. 

Fig. 3c es un grÆfico que muestra aumento de cØlulas BrdU+ 

en la zona infartada evaluada con la terapØutica de acuerdo 

con la presente invención. 

La Fig. 4 es una fotografia que muestra RT-PCR que revela 

la expresión de  factor 1 derivado del estrorna (SDF-1) en 

funciOn del tieinpo, tras el infarto de miocardio. 



le 

Las Figs. 5(a y b) son grÆficos que muestran la cantidad 

de cØlulas a) Brdtj+ y las cØlulas b) 0D117+ en la zona del 

infarto 4 semanas despues del trasplante de fibroblastos 

cardiacos transfectados en forma estable con o sin vector de 

expresión SDF-1, con o sin la administración de G-CSF durante 

5 dias despuØs del trasplante de fibroblastos cardiacos. 

La Fig. 5c es una fotografia de CD117+ de animal tratadas 

con SDF-1/G-CSF. 

Las Figs. 6(a y b) son fotografias que muestran la 

inmunohistoquirnica de la zona infartada, que revela celulas 

BrdU-i- y cØlulas cardiacas que expresan miosina 2 semanas 

despuØs de la ligadura LAD con trasplante de cØlulas a) SKMB 0 

b) SKMB que expresan VEGF, seguido de movilizacian de cØlulas 

madre mediante G-CSF. 

La Fig. Gc es un grÆfico que muestra el mejoramiento del 

ventriculo izquierdo respecto de la terapØutica celular, sin 

40 sobreexpresiÆn de VEGF. 

Las Figs. 7(a y b) son grÆficos que comparan la densidad 

vascular a) y la función ventricular izquierda b) antes y 

despuØs del trasplante de SKMB. 

La Fig. 8 es un grÆfico que compara la densidad vascular 

despuØs de la inyección adenoviral directa y el trasplante de 

cØlulas que expresan VEGF-165. 

Las Figs. 9(a-f) son fotografias que muestran secciones 

representativas de la zona infartada 4 semanas despuØs de la 



inyección en la zona preinfarto de 1 millón de SKMB 

transfectados con AdLUC (a, d) , 1xlO pfu AdVEGF-165 (b, e) , 

1 millón de SKMB transfectados con AdVEGF-165 (e, f) en cinco 

inyecciones divididas iguales. 

Las Figs. 10(a y b) son fotogratIas que rnuestran el 

infiltrado inflamatorio en la zona periinfarto 4 semanas 

despuØs de la inyección de a) 1x107 pfu AdVEGF-165 y b) 1 

millÆn de SKMB transfectados con 1 x107 pfu AdVEGF-165 cada 

uno, en cinco inyecciones divididas iguales. 

Las Figs. 11 (a y b) son grÆficos que muestran el efecto 

del trasplante de VEGF-165 que expresa SKMB en la funcian del 

ventrIculo izquierdo (LV) , presentado como a) fracciÆn de 

acortamiento %) y b) respecto al control salino. 

Descripción de las formas de realización 

A menos que se defina otra cosa, todos los tØrminos 

tØcnicos usados en la presente tiene el mismo significado que 

lo comünmente entendido por un experto en el arte al cual 

pertenece la presente invención. Las definiciones comünmente 

entendidas de los tØrminos de biologIa molecular se pueden 

encontrar, por ejemplo, en Rieger et al., Glossary of 

Genetics: Classical and Molecular, 5° edición, Springer-

Verlag: Nueva York, 1991; y Lewin, Genes V, Oxford University 

Press: Nueva York, 1994. 

En la presente se describen mØtodos que incluyen tØcnicas 

de biologIa molecular convencionales. Dichas tØcnicas se 
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canacen generalmente en el arte y se describen en detalle en 

tratados sabre metadalogias, tales coma Molecular Cloning: A 

Laboratory Manual, 2° ed., vol. 1-3, ed. Sambrook et al., Cold 

Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 

1989; y Current Protocols in Molecular Biology, ed. Ausubel et 

al., Greene Publishing and Wiley-Interscience, Nueva York, 

1992 (can actualizacianes periódicas) . Las inetadas para la 

sintesis quImica de Æcidas nucleicas se analizan, per ejempla, 

en Beaucage y Carruthers, Tetra. Letts. 22:1859-1862, 1981, y 

Matteucci et al., J. Am. Chem. Soc. 103:3185, 1981. La 

slntesis quimica de Æcidas nucleicas se puede llevar a caba, 

per ejempla, en sintetizadares de aliganucleótidas automÆticas 

camerciales. Se describen las mØtadas inmunalôgicas (p.ej., 

preparación de anticuerpas especificas de antigenas, 

inmunaprecipitaciôn e inmunablatting) p.ej., en Current 

Protocols in Immunology, ed. Caligan et al., John Wiley & 

Sans, Nueva York, 1991; y Methods at Immunological Analysis, 

ed. Masseyeff et al., John Wiley & Sans, Nueva York, 1992. Los 

mØtadas convencianales para transferencia gØnica y terapia 

gØnica tambiØn se pueden adaptar para el use de la presente 

invenciôn. Ver, p.ej., Gene Therapy: Principles and 

Applications, ed. T. Blackenstein, Springer Verlag, 1999; Gene 

Therapy Protocols (Methods in Molecular Medicine), ed. P.D. 

Robbins, Humana Press, 1997; y Retra-vectares for Human Gene 

Therapy, ed. C.P. Hodgson, SpringerVerlag, 1996. 
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La presente invenciOn se refiere a un mØtado para 

estimular la diferenciacion de cØlulas madre en tejido danado 

par la isquemia, a fin de regenerar el tejido danada par la 

isquemia. El mØtado de la presente invenciÆn se puede usar 

para tratar el tejido danada par la isquemia en un momenta 

remata (es decir, semanas) de la isquemia. 

El mØtoda incluye la mavilizacion de la migración cØlulas 

madre pluripatenciales hacia el tejido danada par la isquemia 

en un sujeta mamIfera. Las cØlulas madre pluripatenciales 

descritas en la invención pueden ser cualquier cØlula capaz de 

ser estimulada par el mØtada de la presente invenciôn, para 

diferenciarse en atra tipa celular. On ejempla de cØlulas 

madre pluripatenciales incluye cØlulas madre hematapayØticas 

que se pueden diferenciar a cØlulas miacardiacitas. 

Las sujetas mamiferas pueden incluir cualquier mamifera, 

par ejempla seres humanas, ratas, ratanes, gatas, perras, 

cabras, avejas, caballas, manas, simios, canejas, ganada 

bavina, etc. El sujeta mamifera puede e4star en cualquier 

estadia de desarralla, par ejempla adultas, animales jóvenes y 

neanatos. Las sujetas mamIferos tambiØn pueden incluir las que 

estÆn en estadia de desarralla fetal. 

El tejido danada par la isquemia puede incluir cualquier 

tejido danada par deficiencia de irrigación sanguinea tisular. 

La deficiencia de irrigación sangulnea puede sex causada par 
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oclusión a estenasis de la arteria de irrigaciÆn a par 

aclusiÆn a estenasis de la vena que drena el tejido. 

En un aspecta de la presente invención, el tejido danada 

par la isquemia puede incluir miacardia infartada. Tal coma se 

usa en la presente invención, miacardia infartada se refiere a 

tejido miacØrdica infartada, tejido perifØrica del tejido 

miacardica infartada (p.ej., tejido muscular esquelØtica en el 

casa de tejido vascular perifØrica) , y tanta el tejido 

40  miacÆrdica infartada coma el tejido perifØrica del tejido 

miacardica infartada. 

En un momenta alejada de la isquemia, una cebadara 

cantidad de cØlulas madre pluripatenciales atraviesa el tejido 

danada par la isquemia. Esta cebadara cantidad de cØlulas 

madre se puede incrementar para que una cantidad mayor de 

cØlulas madre atraviesen el tejido daæada par la isquemia. Al 

aumentar la cantidad de cØlulas madre que atraviesan el tejido 

danada par la isquemia, se puede regenerar el tejido daæada 

par la isquemia pues habrÆ una mayor cantidad de cØlulas madre 

pluripatenciales en el tejido daflada par la isquemia, que Se 

pueden diferenciar a cØlulas, que pueden repablar (es decir, 

injerto) y restablecer en tada a en parte la función  normal 

del tejido danada par la isquemia. 

En atra aspecta de la presente invenci6n, el inØtada 

incluye un pasa de aumentar la cancentración de factor de 

crecimienta del endatelia vascular (VEGF) en el tejido danada 
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por la isquemia desde una cebadora concentración hasta una 

segunda concentraciÆn, sustancialmente mayor que la primera 

cebadora concentraciÆn. La cebadora cancentracjÆn de VEGF en 

el tejido daflado par la isquemia es la concentración de VEGF 

que se encuentra generalmente en el tejido danada par la 

isquemia en un momenta alejado (es decir, semanas) de la 

isquemia. La concentraciôn de VEGF puede aumentar en el tejido 

danado par la isquemia al re10 
gular hacia arriba la expresión de 

VEGF en el tejido danado par la isquemia, a partir de la 

cantidad de VEGF generalmente expresada en el tejido danado 

por la isquemia en un momenta alejada de la isquemia. 

El auniento de la concentración de factor de creciiniento 

del endotelia vascular en el tejido daflada par la isquemia 

aumenta la densidad vascular dentro del tejido danado par la 

isquemia, comparado con los controles de solución fisialógica. 

Tambien se hallo que el VEGF expresado en el tejido danado par 

Sla isquemia estimula la diferenciacion de las cØlulas madre 

la regeneracion del tejido danado par la isquemia. Par 

ejemplo, se hallo que el VEGF expresada en miocardia infartado 

diferencia las cØlulas madre mavilizadas a miocardjocjtos. 

El mØtoda de la presente invenciÆn tambiØn incluye un 

paso de mavilizar cØlulas madre hacia el tejido danado par la 

isquemia par lo que aumenta la concentraciÆn (es decir, la 

cantidad) de cØlulas madre pluripatenciales en sangre 

perifØrica del tejido danado par la isquemia desde una 
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cebadora concentración a una segunda concentración 

sustancialmente mayor que la cebadora concentración. La 

cebadora concentración de cØlulas madre puede ser la 

concentración de cØlulas madre generalmente halladas en la 

sangre perifØrica en un rnomento remoto respecto de la 

isquemia. La concentración de cØlulas madre en la sangre 

perifØrica se puede aumentar antes o despuØs de regular hacia 

arriba la concentraciÆn de VEGF en el tejido danado por la 

isquemia, siempre que se aumente la concentración de cØlulas 

madre en la sangre periferica mientras aumenta la 

concentración de VEGF en el tejido danado por la isquemia. 

De acuerdo con otro aspecto de la presente invención, el 

mØtodo puede incluir la inducción de las cØlulas madre 

pluripotenciales para que se aniden en el tejido danado por la 

isquemia. Las cØlulas madre pluripotenciales se pueden 

albergar en el tejido danado por la isquemia al aumentar la 

concentración de proteina SDF-1 en el tejido danado por la 

isquemia de una cebadora concentraciÆn a una segunda 

concentracion sustancialmente mayor que la cebadora 

concentración. La cebadora concentraciÆn de proteina SDF-1 

puede ser la concentración de la proteina SDF-1 generalmente 

hallada en un tejido daæado por la isquemia (p.ej., miocardio 

infartado) en un momento remoto (es decir, semanas) desde la 

isquemia (p.ej., infarto de miocardio) . La segunda 
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concentracion de proteina SDF-1 puede ser sustancialmente 

superior a la cebadora concentraciôn de proteina SDF-1. 

La concentración de proteina SDF-1 se puede aurnentar al 

regular para arriba la expresion de proteina SDF-1 dentro del 

tejido daæado por la isquemia desde la cantidad de proteina 

SDF-1 generalinente expresada en el tejido danado por la 

isquemia en un mornento alejado del infarto de miocardio. La 

concentración de SDF-1 en el tejido danado por la isquemia se 

puede aumentar mientras se aumenta la concentraciÆn de VEGF-1 

en el tejido danado por la isquemia y se aumenta la 

concentración de cØlulas rnadre en la sangre perifØrica. 

VEGF 

De acuerdo con un aspecto de la presente invenciÆn, el 

VEGF expresado en el tejido danado por la isquemia es uno de 

la familia de factores de crecimiento del endotelio vascular 

capaza de inducir el crecimiento de nuevos vasos sanguineos 

colaterales. Los VEGF son factores de crecimiento angiogØnico 

especifico que poseen actividad de vasopermeabilidad y estÆn 

dirigidas casi exclusivamente a cØlulas endoteliales. 

El VEGF expresado en el tejido danado por la isquemia 

puede ser un producto de expresión de un gen VEGF. Los VEGF de 

preferencia que se pueden usar de acuerdo con la presente 

invenciôn incluyen VEGF-1 (tambiØn denominado VEGF-A) y otros 

VEGF estructurales hornOlogos, tales como VEGF-2 (VEGF-C) 

VEGF-3 (VEGF-B), VEGF-D, VEGF-E y factor de crecimiento de la 
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placenta. Entre las isoformas conocidas de VEGF-1 se incluyen, 

par ejempla, 121, 138, 162, 165, 182, 189 y 206 aminoÆcidcs. 

Estas isofarmas se identifican, respectivamente, coma VEGF-

121, VEGF-165, VEGF-162, VEGF-182, VEGF-189 y VEGF-206. La 

actividad mitagØnica y de fijación de la heparina de estas 

isafarrnas difiere. Una isafarma de preferencia de VEGF-1 

utilizada de acuerda can la presente invenciOn es VEGF-165. 

Otras isofarmas de VEGF-1 y atras hamólagas de VEGF no 

enumeradas, tainbiØn se pueden usar de acuerda can la presente 

invención. 

Las VEGF de la presente invención pueden tener una 

secuencia de aminaÆcidas idØntica a una de las VEGF 

anteriares. El VEGF de la presente invención tambien pude ser 

una variante de una de las VEGF anteriares, tales came un 

fragmento, y anÆlaga a un derivada de VEGF. Dichas variantes 

incluyen, par ejempla, un palipØptida codificada par una 

variante alØlica natural de un gen VEGF nativa (es decir, un 

Æcida nucleica natural que cadifica un VEGF de mamifera 

natural) , a palipØptida cadificada par una forma de empalme 

alternativa de un gen VEGF nativa, un palipeptida cadificado 

par un hamólaga de un gen VEGF nativa, y un palipeptido 

cadificada par una variante no natural de un gen VEGF. 

Las variantes de VEGF tienen una secuencia peptidica que 

difiere de un VEGF nativo en una a mÆs aminaÆcidas. La 

secuencia peptIdica dichas variantes puede presentar una 



W. 

deleción, adición a sustitución de uno o mÆs aminoÆcidos de un 

VEGF nativo. Las inserciones de axninoÆcido con de preferencia 

de aproxinadamente 1 a 4 aminoÆcidos contiguos, y deleciones 

son de preferencia de aproximadamente 1 a 10 aminoÆcidos 

contiguos. Los VEGF variantes de acuerdo con la presente 

invención mantienen sustancialinente una actividad funcional de 

VEGF nativo. Se pueden preparar variantes proteicas de 

preferencia de VEGF mediante la expresiOn de molØculas de 

Æcidos nucleicos dentro de la invención que presentan cambios 

silentes 0 conservadores. 

Los fragmentos de VEGF correspondientes a uno o mÆs 

motivos y/o dominios particulares a a tamaflos arbitrarios se 

encuentran dentro del alcance de la presente invención. Se 

pueden obtener porciones peptidilicas aisladas de VEGF al 

analizar pØptidos producidos por recombinacion a partir del 

correspondiente fragmento del Æcido nucleico que codifica 

dichos pØptidos. AdenÆs, se pueden sintetizar quiinicamente 

dichos fragmentos mediante tØcnicas conocidas en el arte, 

tales como la quImica convencional de fase sÆlida f-Moc 0 

Boc de Merrifield. 

Las variantes de VEGF tarnbiØn pueden incluir formas 

recombinantes de VEGF. Los polipØptidos recombinantes de 

preferencia de la presente invención, ademÆs de VEGF, son 

codificadas par un Æcido nucleico con al menos el 85% de 
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identidad de secuencia can la secuencia de Æcidas nucleicos de 

un gen que codifica un VEGF de mamifera. 

Las variantes de VEGF pueden incluir farmas aganistas de 

la prateina que expresa constitutivamente las actividades 

funcionales de un VEGF nativo. Otras variantes de VEGF pueden 

incluir las resistentes a escisión prateolItica, coma par 

ejempla, debida a rnutaciones que alteran las secuencias blanca 

de la prateasa. Se determina can facilidad si Ufl cambia en la 

secuencia de aminaÆcidas de un pØptida da par resultada una 

variante can una a mÆs actividades funcianales de un VEGF 

mediante la prueba de la variante para la actividad funcianal 

de VEGF. 

Acidos nucleicos de VEGF 

Otra aspecta de la presente invención se refiere a 

malØculas de Æcidas nucleicos que cadifican VEGF y a Æcidas 

nucleicos no nativas que cadifican un VEGF de mamifera. Dichas 

malØculas de Æcidas nucleicos pueden estar en la forma de ARN 

a en la forma de ADN (p.ej., cADN, ADN genómica, y ADN 

sintØtica) El ADN puede ser manacatenaria a bicatenaria, y si 

es manacatenaria puede ser la cadena cadificadara (can 

sentida) a la cadena no cadificadara (antisentida) - 

Otras malØculas de Æcidas nucleicos dentra del alcance de 

la invencion son variantes de un gen VEGF nativa, tal coma las 

que cadifican fragmentas, anÆlagas y derivadas de un VEGF 

nativa. Dichas variantes pueden ser, par ejempla, una variante 
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alØlica natural de un gen de VEGF, un homólogo de un gen VEGF 

nativo, a una variante no natural de un gen VEGF nativo. Estas 

variantes tienen una secuencia de nucleOtidos que difiere de 

un gen de VEGF nativo en una a mÆs bases. Por ejemplo, la 

secuencia de nucleótidos de dichas variantes puede presentar 

una deleción, adición a sustitución de uno a mÆs nucleótidos 

de un gen VEGF nativo. Las inserciones de Æcidos nucleicos son 

de preferencia de aproxirnadarnente 1 a 10 nucleÆtidos 

S 
contiguos. Y las deleciones son de preferencia de 

aproximadamente 1 a 30 nucleÆtidos contiguos. 

En otras solicitudes, la variante VEGF que presenta 

cambios sustanciales en su estructura se pueden generar 

mediante substituciones de nucleótidos que generen cambios 

menos que conservadores en el polipØptido codificado. Entre 

los ejemplos de dichas substituciones de nucleótidos se 

encuentran aquellas que generan cambios en a) la estructura de 

Sla columna vertebral de polipØptidos; b) la carga o la 

hidrofobicidad del polipØptido; a c) la masa de una cadena 

lateral de un aminoÆcido. Entre las sustituciones de las que 

generalmente se espera que produzcan los mayores cambios en 

las propiedades de las protemnas se cuentan las que generan 

cambios no conservadores de los codones. Entre los ejemplos de 

cambios de codones con probabilidad de generar cambios 

importantes en la estructura de la proteina se encuentran los 

que generan la sustitucion de a) un residuo hidrofilico, 
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p.ej., serina o treonina por un residuo hidrofóbico, p.ej., 

leucina, isoleucina, fenilalanina, valina a alanina; b) una 

cisteIna a prolina pot cualquier otro residuo; c) un residua 

con una cadena lateral electropositiva, p.ej., lisina, 

arginina a histidina, pot un residuo electronegativo, p.ej. 

glutamina o aspartina; o d) un residuo con una cadena lateral 

voluminosa, p.ej., fenilalanina, pot uno que no tiene cadena 

lateral, p.ej., glicina. 

Las variantes alØlicas naturales del gen de VEGF dentro 

de la invención son Æcidos nucleicos aislados de tejido de 

mamIfero con al menos el 75% de identidad de secuencia con un 

gen de VEGF nativo, y codifica polipØptidos con similitud 

estructural a un VEGF nativo. Los homólogos de un VEGF nativo 

dentro de la invención son Æcidos nucleicos aisladbs de otras 

especies con al menos el 75% de identidad de secuencia con ci 

gen nativo, y codifican polipØptidos con similitud estructural 

a un VEGF nativo. Se pueden analizar las bases de datos de 

Æcidos nucleicos püblicas y/o de propiedad privada para 

detectar otras molØculas de Æcidos nucleicos con un elevado 

porcentaje de identidad de secuencia con un gen de VEGF 

nativo. 

Las variantes no naturales de VEGF son Æcidos nucleicos 

que no se encuentran en la naturaleza (p.ej., preparadas por 

la mano del hombre), con al menos el 75% de identidad de 

secuencia con un gen de VEGF nativo, y codifican polipØptidos 
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con similitud estructural a un VEGF nativo. Son ejemplos de 

variantes no naturales de gen de VEGF los que codifican un 

fragmento de un VEGF nativo, los que hibridan un gen de VEGF 

nativo 0 Ufl complemento de un gen de VEGF nativo bajo 

condiciones rigurosas, los que comparten al rnenos el 65% de 

identidad de secuencia con un gen de VEGF nativo o un 

complernento de un gen de VEGF nativo, y los que codifican un 

VEGF. 

Los Æcidos nucleicos codificadores de fragmentos de VEGF 

dentro de la invención son los que codifican residuos de 

arninoÆcidos de un VEGF nativo. Los oligonucleotidos mÆs cortos 

que codifican o se hibridan a Æcidos nucleicos que codifican 

fragmentos de un VEGF nativo se pueden usar como sondas, 

cebadores, o moleculas antisentido. Los polinucleótidos mÆs 

largos que codifican o se hibridan a Æcidos nucleicos quo 

codifican fragmentos de un VEGF nativo tarnbiØn se pueden usar 

� en diversos aspectos de la invención. Los Æcidos nucleicos 

codificadores de fragmentos de un VEGF nativo se pueden 

preparar por digestion enzimÆtica (p.ej., rnediante una enzima 

de restricciOn) o degradaciOn quirnica de un gen de VEGF nativo 

de longitud total 0 SUS variantes. 

Los Æcidos nucleicos que se hibridan bajo condiciones 

rigurosas a uno de los anteriores Æcidos nucleicos tambiØn so 

pueden usar en la invenciOn. Por ejemplo, dichos Æcidos 

nucleicos pueden ser los que se hibridan a uno de los 
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anteriores Æcidos nucleicos baja condiciones de escasa 

rigurosidad, condiciones de moderada rigurosidad, condiciones 

de alta rigurosidad. 

Las molØculas de Æcidos nucleicos codificadoras de una 

pratelna de fusion de VEGF tambiØn se pueden usar en la 

invenciOn. Dichos Æcidos nucleicos se pueden preparar al 

preparar una construcciOn (p.ej., un vector de expresiOn) que 

exprese una prateIna de fusiOn de VEGF cuanda se introduce en 

una celula blanca adecuada. Par ejempla, se puede preparar 

dicha canstrucciOn al ligar el primer palinucleótido 

cadificadar de VEGF fusianada en un marco can un segundo 

palinucleotido cadificador de atra prateIna tal coma la 

expresiOn de la canstrucción en un sistema de expresión 

adecuado se abtiene una prateIna de fusiOn. 

Las oliganucleOtidas de la invenciOn pueden ser ADN a ARN 

a sus mezclas a derivadas quimØricas, a versianes modificadas, 

manacatenaria a bicatenaria. Dichas aliganucleOtidos se pueden 

madificar en el resta de la base, el resto azücar, a la 

calumna vertebral de fasfata, par ejempla, para mejarar la 

estabilidad de la malØcula, su hibridacion, etc. Las 

aligonucleOtidos dentra de la invenciOn pueden ademÆs incluir 

atras grupas agregadas tales coma pØptidas (p.ej., dirigidos a 

receptares celulares in viva), a agentes que facilitan el 

transparte a travØs de la membrana celular. Can este fin, se 

pueden conjugar los aliganucleOtidos con atra malØcula, p.ej., 
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a pØptida, agente formador de enlaces cruzados disparado par 

hibridación, agente de transparte, agente de escisión 

disparada par hibridación, etc. 

Expresión de VEGF 

De acuerda can atra aspecta de la presente invención, la 

expresión de VEGF en tejida daflada par la isquemia se puede 

incrementar al intraducir un agente en las cØlulas blanca, que 

aumenta la expresión de VEGF. Las celulas blanca pueden 
� 

incluir las cØlulas en el tejida danado par la isquemia a 

cØlulas ex viva que se trasplantan al tejido daæada par la 

isquemia tras la intraduccion del agente. 

Las cØlulas ex viva pueden ser cualquier cØlula 

biacampatible can el cual se deben trasplantar las cØlulas 

Estas cØlulas se casechan de preferencia del sujeta a tratar 

(es decir, cØlulas autólagas) y se cultivan antes del 

trasplante. Se prefieren las cØlulas autÆlagas a fin de 

aumentar biacampatibilidad de las celulas ante el trasplante y 

minimizar la prababilidad de rechaza. 

Cuanda el danada par la isquemia carnprende miacardia 

infartada, las celulas trasplantadas al miacardia infartada 

pueden ser, par ejempla, miablastas esquelØticas autólagas 

cultivadas, fibrablastas, cØlulas musculares lisas, y cØlulas 

derivadas de la mØdula ósea. Las cØlulas de preferencia para 

el trasplante al iniocardia infartada son miablastos 

esqueleticos. Las mioblastos inantienen eJ. potencial 
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regenerador del müsculo esquelØtico durante periodos de 

estrØs, praliferan y se diferencian a rniotübulos, y par ültima 

forman fibras musculares capaces de cantraerse. Las miablastas 

implantadas a iniacardia sufren farmacion de miatübulas, se 

retiran del cicla celular y se inantienen viables. Estudias 

funcianales demastraran un mejoramienta de la cantractilidad 

regional y la adaptación despuØs de la implantación de 

miablastas al miacardia. 

Las miablastas esqueleticas se pueden casechar can 

facilidad debaja de la membrana basal de las fibras 

musculares, se cultivan para escalar su ascensa par la linea 

celular, y luega se trasplantan al miacardia infartada. Par 

ejempla, en un sujeta murina, se pueden casechar las 

miablastas esquelØticas de las patas traseras de las sujetos, 

cultivar, y luega trasplantar al miacardia infartada del 

suj eta. 

El agente intraducida a la celula blanca para aumentar la 

expresión de VEGF puede camprender Æcidas nucleicas naturales 

a sintØticas de VEGF que se pueden incarparar en las 

canstruccianes recambinantes de Æcidas nucleicas, generalmente 

canstruccianes de ADN, capaces de su intraducción en la cØlula 

y su replicación allI. Dichas canstruccianes incluyen de 

preferencia un sistema de replicación y secuencias capaces de 

la transcripciOn y traducción de una secuencia de un 

palipØptida cadificadar en determinada cØlula blanca. 



TamblØn se pueden introducir otros agentes en las cØlulas 

blanco, para aumentar los niveles de VEGF en las cØlulas 

blanco. Par ejempla, agentes que aumentan la transcripción de 

un gen cadificadar de VEGF; aumentar la traducción de un mRNA 

codificadar de VEGF, y/o Se pueden usar las que disminuyen la 

degradación de un mRNA cadificadar de VEGF, para aumentar los 

niveles de VEGF. Se puede lograr el aumento de la velacidad de 

transcripcion a partir de un gen dentra de la cØlula al 

intraducir un pramatar exogeno corriente arriba del gen 

cadificador de VEGF. TambiØn se pueden utilizar elementas 

incentivadores que facilitan la expresiÆn de un gen 

� heterolaga. 

On mØtada de preferencia para intraducir el agente en una 

cØlula blanco incluye el usa de terapia gØnica. La terapia 

gØnica se refiere a la transferencia de un gen para que 

exprese un producta terapØutica de una cØlula in viva a in 

a 

vitro. La terapia gØnicade acuerda can la presente invención 

se puede usar para expresar VEGF a partir de una cØlula blanco 

iriviva a in vitro. 

On mØtado de terapia gØnica utiliza un vector que inoluye 

un nucleÆtido codificadar de VEGF. Un "vector" (en ocasiones 

denominado "vØhIcula" de provision de un gen a de 

transferencia de un gen) se refiere a una macromolØcula o 

complejo de maleculas que camprende un palinucleOtida que se 

provee a una cØlula blanco, in vitro 0 in viva. El 
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polinucleótido que se provee puede comprender una secuencia 

codificadora de interØs en la terapia gØnica. Entre los 

vectores se incluyen, par ejemplo, vectores virales (tales 

cono adenovirus (’Ad’) , virus adenoasociados (AAV) y 

retrovirus), liposomas y otros complejos que contienen 

lipidos, y otros coraplejos macromoleculares capaces de mediar 

la provisiÆn de un polinucleÆtido a una cØlula blanco. 

Los vectores tambiØn pueden coraprender otros componentes 

S 
o funcionalidades que ademas modulan la provision de genes yb 

la expresión de genes, o que ademÆs proveen propiedades 

beneficiosas a las cØlulas blanco. Dichos otros componentes 

incluyen, par ejemplo, componentes que incluyen sabre la union 

o la direcciOn hacia las cOlulas (incluso componentes que 

median la union especifica de tipo celular o de tejido) 

componentes que influyen sabre la captaciOn del Æcido nucleico 

del vector par la cØlula; componentes que influyen sabre la 

localizaciOn del polinucleOtido dentro de la cØlula despuØs de 

la captaciOn (tales coma agentes que median la localizaciOn 

nuclear); y componentes que incluyen sabre la expresiOn del 

polinucleOtido. Dichos componentes tambiØn pueden incluir 

marcadores, tales como marcadores detectables y/o 

seleccionables que se pueden usar para detectar a seleccionar 

cØlulas que han captado y expresan el acido nucleico provisto 

par el vector. Dichos componentes se pueden proporcionar coma 

caracterIstica natural del vector (tales como el usa de 
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ciertos vectores virales que poseen componentes a 

funcionalidades que median la unión y la captación), 0 Se 

pueden modificar los vectores para proporcionar dichas 

funcionalidades. 

Los marcadores seleccionables pueden ser positivos, 

negativos o bifuncionales. Los marcadores seleccionables 

positivos permiten la selección de cØlulas portadoras del 

marcador, mientras que los marcadores seleccionables negativos 

permiten eliminar selectivamente las cØlulas portadoras del 

marcador. Se ha descrito una variedad de dichos genes 

marcadores, incluso marcadores bifuncionales (es decir, 

positivo/negativo) (ver, p.ej., Lupton, S., WO 92/08796, 

publicado el 29 de mayo de 1992; y Lupton, S., WO 94/28143, 

publicado el 8 de octubre de 1994) Dichos genes marcadores 

pueden proveer una medida de control adicional que puede ser 

ventajosa en el contexto de la terapia gØnica. [ma gran 

variedad de dichos vectores se conocen en el arte y estÆn 

disponibles en general. 

Entre los vectores a usar en la presente invención se 

incluyen los vectores virales, los vectores con base lipidica 

y otros vectores capaces de proporcionar un nucleâtido de 

acuerdo con la presente invención a las cØlulas blanco. El 

vector puede ser un vector dirigido, en especial un vector 

dirigido que se une en forma preferencial a las cØlulas blanco 

(p.ej., miocardiocitos) . Los vectores virales de preferencia 
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para el uso en la invención son los que exhiben baja toxicidad 

para una cØlula blanco e inducen la producción de cantidades 

terapØuticaruente ütiles de VEGF en forma especifica de tejido 

0 cØlula. 

En la actualidad, los vectores virales de preferencia se 

derivan de adenovirus (Ad) o virus adenoasociados (AAV) . Se 

pueden usar vectores virales humanos y no humanos, pero de 

preferencia el vector viral recoinbinante tiene defectos de 

replicación en humanos. Cuando el vector es un adenovirus, de 

preferencia comprende un polinucleótido con un promotor ligado 

operativamente a un gen codificador de VEGF y tiene defectos 

de replicación en humanos. 

Se prefieren los vectores adenovirus para el uso en la 

invención porque 1) son capaces de la expresión altamente 

eficiente de genes en las cØlulas blanco y 2) pueden acomodar 

una cantidad relativamente grande de DNA heterÆlogo (no 

viral) - Una forma de preferencia de adenovirus recombinante es 

el vector de adenovirus "sin intestino", "de alta capacidad", 

o "dependiente de auxiliar". Dicho vector presenta, por 

ejemplo, 1) la deleción de la totalidad o la mayoria de las 

secuencias codificadoras virales (las secuencias codificadoras 

de protelnas virales), 2) las repeticiones terminales 

invertidas virales (ITR), que son secuencias requeridas para 

la replicación de ADN viral, 3) hasta 28-32 kb de secuencias 

"exogenas" 0 "heterólogas" (p.ej , secuencias codificadoras de 
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una proteina SDF-1), y 4) la secuencia empaquetadora de ADN 

viral requerida para empaquetar los genomas virales en 

cÆpsides infecciosos. Para las cØlulas miocÆrdicas 

especificas, las variantes de preferencia de dichos vectores 

adenovirales recombinantes contienen incentivadores y 

promotores especificos de tejido (p.ej., miocardiocitos) 

ligados operativamente a un gen VEGF. 

Los vectores con base AAV representan ventajas pues 

exhiben gran eficiencia de transduccion de las cØlulas blanco 

y se pueden integrar en el genorna blanco en forma especifica 

de sitio. El uso de vectores AAV recombinantes se analiza en 

detalle en Tal, J., J. Biomed. Sci. 7:279-291, 2000 y Monahan 

y Samulski, Gene therapy, 7:24-30, 2000. Un vector AAV de 

preferencia comprende un par de repeticiones terminales 

invertidas AAV que flanquean al menos un casete que contiene 

un promotor especIfico de tejido (p.ej., miocardio) o cØlula 

S(p.ej., miocardiocito) ligado operativamente a un acido 

nucleico de VEGF. La secuencia de DNA del vector AAV, incluso 

los ITR, el promotor y el gen de VEGF pueden estar integrados 

en el genoma blanco. 

Otros vectores virales que se pueden usar de acuerdo con 

la presente invención incluyen vectores basados en virus 

herpes simplex (HSV) - Los vectores HSV en los que se eliminó 

uno o mÆs de los genes temprano inmediatos (IE) son ventajosos 

porque en general no son citotóxicos, persisten en un estado 
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similar a la latencia en la cØlula blanco, y producen 

eficiente transducción en la celula blanco. Los vectores 

recornbinantes HSV pueden incorporar aproximadamente 30 kb de 

Æcido nucleico heterólogo. Un vector HSV de preferencia es el 

que: 1) se obtiene pot ingenieria de HSV tipo 1, 2) se han 

eliminado sus genes IF, y 3) contiene un promotor especifico 

de tejido (p.ej., miocardio) ligado operativarnente a un Æcido 

nucleico de VEGF. TambiØn pueden ser ütiles los vectores HSV 

amplicones en diversos mØtodos de la invenciÆn. En general, 

los vectores HSV araplicones ruiden aproxirnadainente 15 kb de 

longitud, y poseen un origen de replicacion viran y secuencias 

de empaquetarniento. 

TambiØn se pueden usar retrovirus, tales como retrovirus y 

lentivirus de tipo C, en la invención. Por ejemplo, los 

vectores retrovirales se pueden basar en virus de leucemia 

murina (MLV) . Ver, p.ej., Hu y 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 puede contener 

hasta 8 kb de AND heterólogo (terapØutico) en lugar de los 

genes virales. El ADN heterólogo puede incluir un promotor 

especifico de tejido y un acido nucleico SDF-1. En los mØtodos 

para proveer a un miocardio infartado, tambiØn puede codificar 

un ligando a un receptor especifico de miocardio. 

Otros vectores retrovirales que se pueden usar son los 

vectores basados en lentivirus con defectos de replicación, 
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tales carno vectores basados de virus de inmunodeficiencia 

humana (HIV). Ver, p.ej., Vigna y Naldini, J. Gene Ned. 5:308-

316, 2000 y Niyoshi et al., J. Viral. 72:8150-8157, 1998. Las 

vectares lentivirales son ventajasas par tener capacidad para 

infectar celulas can a sin división activa. TambiØn son muy 

eficientes en la transducción de celulas epiteliales humanas. 

Las vectares lentivirales usadas en la invención se 

pueden derivar de lentivirus humanas y no humanas (par ejempla 

SIV) . Las vectares lentivirales de preferencia incluyen 

secuencias de acidas nucleicas requeridas para la prapagación 

del vector, ademÆs de un prainatar especIfica de tejida (p.ej., 

miacardia) ligada aperativanente a un gen VEGF. Estas vectares 

anteriares pueden incluir el LTR viral, un sitia de union al 

cebadar, un tracta palipurina, sitias att, y un sitia de 

encapsidaciOn. 

On vector lentiviral se puede empaquetar en cualquier 

cÆpside lentiviral adecuada. La sustituciOn de una particula 

prateica por atra proveniente de atra virus diferente se 

denamina "seudatipificaciOn". El cÆpside del vector puede 

cantener prateinas de la envaltura viral pravenientes de atras 

virus, tales coma virus de leucemia murina (MLV) a virus de 

estamatitis vesicular (VSV) . El usa de la prateina C de VSV 

produce un elevada titula del vector y da par resultada mayor 

estabilidad de las particulas del virus vector. 
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Los vectores basados de alfavirus, tales como los 

preparados a partir de virus del bosque semliki (SFV) y virus 

sindbis (SIN), tarnbiØn se podrIan usar en la invención. El uso 

de alfavirus se describe en Lundstrom, K., Intervirology 

43:247-257,2000 y Perri et al., Journal of Virology 74:9802-

9807,2000. En general, los vectores alfavirus se construyen en 

un formato denominado replicOn. Un replicón puede contener 1) 

elementos genØticos de alfavirus requeridos para la 

replicación de ARN, y 2) un Æcido nucleico heterólogo tal como 

un codificador de Æcido nucleico de VEOF. Dentro del replicón 

de alfavirus, el Æcido nucleico heterOlogo puede estar ligado 

operativamente a un promotor o incentivador especifico de 

tejido (p.ej., miocardio) 

Los vectores de alfavirus recornbinantes, con defectos en 

la replicación son ventajosos porque tienen capacidad de alto 

nivel de expresión de genes heterólogos (terapOuticos) , y 

pueden infectar un amplio rango de cØlulas blanco. Los 

replicones de alfavirus pueden estar dirigidos a tipos 

celulares especificos (p.ej., miocardiocitos) al presentar en 

sus superficies de virión un dominio funcional de ligando 

heterOlogo o de uniOn que permite la union selectiva a cØlulas 

blanco que expresan una contrapartida de union conocida. Los 

replicones de alfavirus pueden establecer latencia, y en 

consecuencia la expresión a largo plazo de Æcidos nucleicos 

heterOlogos en una cØlula blanco. Los replicones tarnbiØn 
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pueden exhibir expresión transitoria de Æcidos nucleicos 

heterólogos en la cØlula blanco. On vector a replicón 

alfavirus de preferencia no es citopÆtico. 

En muchos de los vectores virales compatibles con los 

mØtodos de la invención, se puede incluir mÆs de un promotor 

en el vector, para permitir la expresión de mÆs de un gen 

heterólogo por el vector. AdemÆs, el vector puede comprender 

P 
una secuencia que codifique un peptido senal u otro resto que 

facilite la expresión del producto del gen de VEGF a partir de 

la cØlula blanco. 

Para combinar las propiedades ventajosas de los dos 

sistemas de vectores virales se pueden usar vectores virales 

hibridos para proporcionar un Æcido nucleico de VEGF a un 

tejido blanco (p.ej., miocardio) Las tØcnicas estØndar para 

la construcciÆn de vectores hibridos son bien conocidas para 

los expertos en el arte. Dichas tecnicas se pueden encontrar, 

por ejemplo, en Sambrook, et al., en Molecular Cloning: A 

laboratory manual. Cold Spring Harbor, N.Y. o cualquiera de 

las manuales de laboratorio que analizan la tecnologia de ADN 

recombinante. Se pueden usar genomas AK! bicatenarios en 

capsides adenovirales que contienen una combinación de AK! e 

ITR adenovirales para translucir las cØlulas. En otra 

variación, se puede colocar un vector AAV en un vector 

adenoviral "sin intestino", "dependiente de auxiliar" o "de 

alta capacidad". Los vectores hibridos de adenovirus/AAV se 
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analizan en Lieber et al., J. Viral. 73:93149324, 1999. Los 

vectores hIbridas de retrovirus/adenovirus se analizan en 

Zheng et al., Nature Biotechnal. 18:176-186, 2000. Los genomas 

retrovirales contenidos en un adenovirus se pueden integrar en 

el genorna de la cØlula blanco y afectan la expresión estable 

del gen de VEGF. 

TambiØn se contemplan atros elenientos de secuencia de 

nucleótidos, que facilitan ía expresión del gen de VEGF y la 
� 

clonación del vector. Por ejemplo, la presencia de 

incentivadores corriente arriba del promotor a de terminadores 

corriente abajo del la regiÆn codificadora, par ejemplo, 

pueden facilitar ía expresión. 

La presente invenciÆn tambiØn contempla el usa de 

prornotores especificos de tejido para la dirección hacia las 

cØlulas blanco. Par ejemplo, cuando el tejido danado par ía 

isquernia comprende miocardia infartada, se pueden fusionar 

secuencias control de transcripción especificas de tejido de 

la cadena-2 liviana de miasma de ventriculo izquierdo (MLC2) 

o de cadena pesada de miasma (MHC) a un transgØn, par ejemplo 

el gen VEGF-165 en la construcción adenaviral. Al fusionar 

estas secuencias de control de transcripción especIficas de 

tejido al transgØn se puede limitar la expresión del transgØn 

a los rniocardiacitos ventriculares. Al usar los pramotores 

MLC21 a NHC y proveer el transgØn in vivo, se cree que el 

miacardiacita solo (es decir, sin expresión concarnitante en 
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cØlulas endoteliales, cØlulas musculares lisas y fibroblasto 

dentro del corazón) se proporciona la adecuada expresiôn de 

una proteina angiogØnica, tal como VEGF-165, para promover la 

angiogØnesis. 

La lirnitación de la expresión a los miocardiocitos 

tambiØn tiene ventajas respecto de la utilidad de la 

transferencia de genes para el tratarniento de la insuficiencia 

cardiaca congestiva. Al limitar la expresión al corazón se 

evitan los posibles efectos lesivos de la angiogØnesis en 

tejidos no cardiacos. AdemÆs, de las cØlulas del corazón, es 

probable que el miocito provea la expresión transgØnica mÆs 

prolongada, dado que las cØlulas no tienen recambio rÆpido; en 

consecuencia, no disminuye la por division celular y muerte, 

como ocurriria con las cØlulas endoteliales. Ya existen 

promotores especificos de endotelio para este fin. 

AdemÆs de los mØtodos basados en vectores virales, 

tambiØn se pueden usar mØtodos no virales para introducir un 

gen VEGF en una cØlula blanco. Un mØtodo no viral de provision 

de genes de preferencia de acuerdo con la invencion emplea AUN 

de plÆsmido para introducir un Æcido nucleico de VEGF en una 

cØlula. Los inØtodos de provisión de genes basados en plÆsrrtidos 

son generalmente conocidos en el arte. 

Se pueden diseflar rnolØculas sintØticas de 

transferencia de genes para formar agregados multirnoleculares 

con ADN de plÆsmido (p.ej., ubicaciOn de una secuencia 
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codificadora de VEGF ligada operativamente a un promotor 

especifico de miocardio) . Estos agregados se pueden disenar 

para unirse a una cØlula blanco (p.ej., miocardiocito) 

Se pueden usar anfifilos catiónicos, tales como 

lipopoliaminas y lipidos catiónicos, para proveer la 

transferencia independiente de receptor de Æcido nucleico de 

VEGF a las cØlulas blanco (p.ej., miocardiocitos). AdemÆs, se 

pueden mezclar liposornas cationicos preformados o lipidos 

catiónicos con ADN de plÆsmido para generar complejos pare 

transfectar cØlulas. Los mØtodos que incluyen formulaciones de 

lipidos catiÆnicos se revisan en Feigner et al., Ann. N.Y. 

Acad. Sc!. 772:126-139, 1995 y Lasic y Templeton, Adv. Drug 

Delivery Rev. 20:221-266, 1996. Para la provision de genes 

tambiØn se puede acoplar el AND a un pØptido catiOnico 

anfipØtico (Fominaya et al., J. Gene Ned. 2:455-464, 2000). 

Se pueden usar mØtodos que incluyan componentes virales y 

no virales, de acuerdo con la invención. Por ejemplo, se 

describe un plÆsmido basado en un virus de Epstein Barr virus 

(EBV) para la provisiOn de genes terapØuticos en Cui et al., 

Gene Therapy 8:1508-1513, 2001. AdemÆs, se describe un mØtodo 

que incluye un ligando de ADN/adjunto policatiOnico acoplado a 

un adenovirus en Curiel, D. T., Nat. Immun. 13:141-164, 1994. 

Se pueden proveer vectores que codifican la expresiOn de 

VEGF a la cØlula blanco, bajo la forma de una preparación 

inyectable que contiene un portador farmacØuticamente 
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aceptab]e, tal conic soluciôn fisiológica, segün necesidad. 

TambiØn se pueden usar otros portadores farmacØuticos, 

formulaciones y dosificaciones de acuerdo con la presente 

invención. 

Cuando la cØlula blanco comprende una cØlula del tejido 

danado par la isquemia se puede proveer el vector por 

inyección directa con una jeringa de tuberculina con guia 

fluoroscopica, en una cantidad suficiente para que se exprese 

el VEGF en un grado que permite la efectiva estimulación de la 

diferenciación de las cØlulas nadre. Al inyectar el vector 

directamente en el tejido danado por la isquemia, es posible 

dirigir el gen en forma mÆs efectiva y minimizar la pØrdida de 

los vectores recombinantes. 

Este tipo de inyección permite la transfección local de 

una cantidad deseada de cØlulas, en especial miocardiocitos, 

en un miocardio infartado, par lo que se maximiza la eficacia 

terapØutica de la transferencia de genes, y se minimiza la 

posibilidad de una respuesta inflamatoria a las proteinas 

virales. Cuando el tejido danado por la isquemia comprende 

miocardio infartado se puede usar un proinotor especifico de 

miocardiocitos, por ejemplo, para permitir con seguridad la 

expresión limitada a miocardiocitos. En consecuencia, la 

provision de transgenes en esta cuestiOn puede dar por 

resultado la expresiOn gØnica dirigida, por ejemplo, en las 

celulas del ventriculo izquierdo (LV) . TambiØn se pueden usar 
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otras tŒcnicas bien conocidas en el arte, pan el trasplante 

del vector a las celulas blanco del miocardio infartado. 

Cuando la cØlula blanco es una cØlula cultivada que luego 

se trasplanta al tejido daflado por la isquemia, se pueden 

proveer los vectores por inyección directa en el medio de 

cultivo. Se puede ligar operativarnente un Æcido nucleico 

codificador de VEGF transfectado en cØlulas a cualquier 

secuencia reguladora adecuada, por ejemplo un promotor y un 

incentivador especlficos de tejido. Las cØlulas blanco 

transfectadas luego se pueden trasplantar al tejido danado por 

la isquemia mediante tØcnicas de trasplante bien conocidas, 

tales como inyección intracoronaria directa con una jeringa de 

tuberculina. 

Cuando el tejido danado por la isquemia comprende 

miocardio infartado, la celula blanco es de preferencia una 

cØlula antologa que se cosecha del sujeto que se desea tratar 

y se cultiva ex vivo. Al transfectar primero las cØlulas 

blanco ex vivo y luego trasplantar las cØlulas blanco 

transfectadas al miocardio infartado, se hallo que se minimiza 

la posibilidad de respuesta inflamatoria en el miocardio 

infartado y que se mejora la función ventricular izquierda, en 

comparacion con la inyección directa del vector en el 

miocardio infartado. Se cree que este rnejoramiento es 

consecuencia de la ausencia de respuesta inflamatoria 

generalmente asociada con la inyeccion adenoviral. 



El VEGF de la presente invención se puede expresar 

durante cualquier periada adecuado dentro de la cØlula blanqo, 

par ejempla la expresiOn transitaria y la expresión estable, a 

largo plaza. En una forma de realización de preferencia se 

expresa el acida nucleico de VEGF en cantidades terapØuticas 

durante un perioda adecuada y definida. 

Una cantidad terapØutica es una cantidad capaz de 

� praducir un resultada inØdicamente deseable en un animal a 

humana tratada. Como es bien sabida en las artes mØdicas, la 

dasificación para cualquier animal a humana depende de muchas 

factares, tales coma el tamaæa del sujeta, la superficie 

corporal, la edad, la camposición particular que se 

administra; el sexo, el inainento y la via de administración, la 

salud general, y otras fÆrmacos que se administren al misma 

tiempo. Las dosificacianes especificas de protelnas, acidas 

nucleicas, a malØculas pequenas) pueden ser determinadas con 

facilidad par un experto en el arte mediante los mØtadas 

experimentales descritos a cantinuacion. 

Can independencia de que la expresión de VEGF sea 

transitoria a a largo plaza, es deseable que la cancentraciÆn 

de VEGF expresada en el tejida danada par la isquemia se 

limite a prevenir la farmación de hemangiamas a tumares 

intravasculares derivadas de cØlulas endateliales. 

Movilización de colulas madre 
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De acuerdo con otro aspecto de la presente invención, la 

concentración de las cØlulas madre en la sangre perifØrica del 

tejido danado par la isquernia del sujeto se pueden aumentar 

par la administración de un agente, a fin de inducir la 

movilización de cØlulas madre a la sangre perifØrica. Las 

cØlulas madre se pueden movilizar hacia la sangre perifØrica 

del sujeto para aumentar la concentración de cØlulas madre en 

sangre periferica mediante diversos agentes. For ejempla, para 

- aumentar la cantidad de cØlulas madre en sangre perifØrica de 

un sujeto mamIfera se puede administrar un sujeto un agente 

que produce la movilización de celulas madre pluripatenciales 

desde la mØdula ósea. Se conocen diversos de estos agentes y 

pueden incluir, par ejemplo, citoquinas, tales coma factor 

estimulante de calanias de granulacitas (G-CSF) , factor 

estimulante de colonias de granulocitas-macrófagos (GM-CSF) 

interleuquina (IL) -7, IL -3, IL-12, factor de celulas madre 

(SCF) , y ligando flt-3; quimioquinas tales coma IL-8, IL-10, 

Nip-la y Gro, y los agentes quimioterÆpicas ciclofasfarnida 

(Cy) y paclitaxel. Estos agentes difieren en su marco temporal 

para lograr la movilización de cØlulas madre, el tipa de 

cØlulas madre mavilizadas y la eficiencia. 

El agente movilizante se puede administrar par inyeccion 

directa del agente movilizante al sujeto. De preferencia, el 

agente movilizante se administra despuØs de que la expresión 

de VEGF se regula hacia arriba en el tejido danada par la 
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isquemia. Sin embargo, el agente movilizante se puede 

adruinistrar antes de regular hacia arriba la expresión de 

VEGF. 

Un agente inovilizante de preferencia es un factor 

estimulante de colonias, tal como G-CSF. Una dosificación 

tipica de G-CSF en un sujeto es aproximadarnente 125 pg/Kg por 

dIa durante aproximadamente 5 a aproximadainente 10 djas. El 

agente G-CSF se puede administrar cuando se regula hacia 

arriba la expresión de VEGF. 

Como alternativa, como es bien conocido en el arte, se 

puede aumentar la concentración de cØlulas inadre en sangre 

perifØrica par la inyeccion de cØlulas inadre especializadas 

(es decir, MAPC) en sangre perifØrica. 

Proteina SDF-i. 

De acuerdo con otro aspecto de la presente invención, 1a 

protelna SDF-1 (a polipØptido SDF-1) que se expresa en el 

tejido danado por la isquemia puede ser un producto de la 

expresión de un gen SDF-1. Se conoce la secuencia de 

aminoÆcidos de diversas proteinas SDF-1 de mamifero, tales 

coma, par ejernplo, humano, de rata, de ratÆn, y de gato. La 

prateina SDF-1 puede tener una secuencia de aminoÆc–dos 

idØntica a una de las anteriores proteInas nativas SDE’-1 de 

mamifero. 

La proteIna SDF-1 de la presente invención tambiØn puede 

ser una variante de una proteina SDF-1 de mamifero, tal coma 
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un fragmento, anÆlogo y derivado de proteina SDF-1 de 

mamifero. Dichas variantes incluyen, por ejemplo, un 

polipØptido codificado pars variantes alØlicas naturales de 

gen nativo SDF-1 (es decir, un Æcido nucleico natural que 

codifica una proteina SDF-1 natural de mamifero) , un 

polipØptido codificado por un empalme alternativo forma un gen 

SDF-1 nativo, un polipØptido codificado para homÆlogo de un 

gen SDF-1 nativo, y un polipØptido codificado para una 

variante no natural de un gen SDF-1 nativo. 

Las variantes de proteina SDF-1 tienen una secuencia 

peptIdica que difiere de una proteina SDF-1 nativa en uno o 

mas aminoÆcidos. La secuencia peptidica de dichas variantes 

puede presentar una delecian, adicion o sustitucion de uno 0 

mÆs aminoÆcidos de una proteina SDF-1. Las inserciones de 

aminoÆcidos son de preferencia de aproximadamente 1 a 4 

arninoÆcidos contiguos, y las deleciones son de preferencia de 

aproximadamente 1 a 10 aminoÆcidos contiguos. Las variantes de 

proteinas SDF-1 mantienen sustancialmente una actividad 

funcional de proteina SDF-1 nativa. Las variantes de 

preferencia de proteina SDF-1 se pueden preparar por expresión 

de molØculas de Æcido nucleico en la invencion que presenta 

cambios silenciosos a conservadores. 

Los fragmentos de proteina SDF-1 correspondientes a uno o 

mÆs motivos y/o dominios particulares a a tamaæos arbitrarios, 

estÆn dentro del alcance de la presente invención. Se pueden 



obtener porciones peptidilo aisladas de prateina SDF-1, 

mediante el anØlisis de pØptidos producidas par recombinación 

a partir del carrespondiente fragmenta de Æcidos nucleicos 

codificadar de dichas pØptidas. AdernÆs, las fragmentas se 

pueden sintetizar par medics quImicas mediante tØcnicas 

conacidas en el arte, tales coma qulmica canvencianal de fase 

sólida f -Mac a t-Bac de Merrifield. Par ejempla, una pratelna 

SDF-1 de la presente invención se padrIa dividir 

- arbitrariamente en fragmentas de la langitud buscada, sin 

superpasición de las fragmentas, a de preferencia dividida en 

fragmentas superpuestas de langitud buscada. Las fragmentas se 

pueden praducir par recambinación y anÆlisis para detectar las 

fragmentas peptidila que pueden funcianar cama aganistas de la 

proteina SDF-1 nativa. 

Las variantes de la pratelna SDF-1 tambiØn pueden incluir 

farmas recambinantes de las prateinas SDF1. Las palipØptidas 

recambinantes preferidas par la presente invención, ademÆs de 

una Pratelna SDF-1, son cadificadas par un Æcida nucleica que 

puede tener al rnenas el 85% de identidad de secuencia con la 

secuencia de Æcidas nucleicas de un gen codificadar de una 

protelna SDF-1 de mamIfera. 

Las variantes de prateina SDF-1 pueden incluir farmas 

aganistas de la proteIna que expresan canstitutivamente las 

actividades funcianales de una prateina SDF-1 nativa. Otras 

variantes de pratemna SDF-1 pueden incluir las resistentes a 
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la escisión proteolitica, por ejemplo debido a mutaciones que 

aiteran las secuencias blanco de la proteasa. Se puede 

determinar Si Un cambio en la secuencia de aminoÆcidos de un 

pØptido da por resultado una variante con uno o mÆs 

actividades funcionales de una proteina SOP-i nativa, mediante 

el anÆiisis de la variante para actividad funcional de 

proteina SDF-i nativa. 

� Acidos nucleicos de SDF-1 

Otro aspecto de la presente invención se refiere a 

moleculas de Æcido nucleico codificadoras de una proteina SDF-

1 y Æcidos nucleicos no nativos que codifican una proteina 

SOP-i. Dichas ruolØculas de Æcidos nucleicos pueden estar en la 

forma de ARN o en la forma de AON (p.ej., cAON, DNA genómico y 

DNA sintØtico) . El DNA puede ser bicatenario o monocatenario, 

y si es monocatenario puede ser la cadena codificadora (con 

sentido) o la cadena no codificadora (antisentido) La 

secuencia codificadora que codifica una proteina SDF-i puede 

ser identica a una secuencia de nucieótidos mostrada en el 

Acceso de GenBank N° AF189724, Acceso de GenBank No AF209976, 

Acceso de GenBank No L 120029, y Acceso de GenBank No 

NM022177. TambiØn puede ser una secuencia codificadora 

diferente que como consecuencia de la redundancia o la 

degeneración del codigo genØtico, codifica el mismo 

polipØptido como dichos poiinucieotidos. 
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Otras molØculas de Æcido nucleico que codifican SDF-1 en 

la invención son variantes de una SOF-1 nativa, tales como los 

que codifican fragmentos, analogos y derivados de una proteina 

nativa SDF-1. Dichas variantes pueden ser, por ejemplo, una 

variante alØlica natural de un gen SDF-1 nativo, un homólogo 

de un gen SDF-1 nativo, o una variante no natural do un gen 

SDF-1 nativo. Estas variantes tienen una secuencia do 

nucleÆtidos que difieren de un gen SDF-1 nativo en una 0 

bases. Por ejeinplo, la secuencia de nucleótidos do dichas 

variantes pueden presentar una deleción, adicion, o 

sustitución de uno o mÆs nucleatidos de un gen SDF-1 nativo. 

Las inserciones de Æcidos nucleicos son de preferencia de 

aproximadarnente 1 o 10 nucleótidos contiguos, y las deleciones 

son de preferencia de aproximadarnente 1 a 10 nucleótidos 

contiguos. 

En otras solicitudes, las variantes de proteina SDF-1 que 

presenta cambios sustanciales do estructura se pueden generar 

mediante substituciones de nucleotidos que causan cambios 

menos que conservadores en el polipØptido codificado. Son 

ejemplos de dichas sustituciones de nucleótidos las que 

generan cambios en a) la estructura do la columna vertebral de 

polipØptidos; b) la carga o hidrofobicidad del polipØptido; o 

c) el volumeri de una cadena lateral de un aminoÆcido. Las 

substituciones de nucleótidos quo generalmonte se espera quo 

produzcan los mayores cambios de las propiedades de las 
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proteinas son las que causan cambios no conservadores en los 

codones. Entre los canbios de codones con probabilidad de 

causar cainbios importantes en la estructura de las protelnas 

se cuentan que causan sustitución de a) un residuo 

hidrofIlico, p.ej., serina o treonina, por un residuo 

hidrofÆbico, p.ej., leucina, isoleucina, fenilalanina, valina 

o alanina; b) una cisteIna o prolina por cualquier otro 

residuo; c) un residuo con una cadena lateral electropositiva, 
� 

p.ej., lisina, arginina o histidina, por un residuo 

electronegativo, p.ej., glutamina o aspartina; o d) un residuo 

con una cadena lateral voluminosa, p.ej., fenilalanina, por 

uno que no tiene una cadena lateral, p.ej., glicina. 

Las variantes alØlicas naturales de un gen SDF-1 nativo 

de la invención son Æcidos nucleicos aislados de tejido de 

maralfero con al nienos el 75% de identidad de secuencia con un 

gen SDF-1 nativo, y codificar polipØptidos con similitud 

fe estructural a una proteIna SDF-1 nativa. Los hornólogos de un 

gen SDF-1 nativo de la invención son Æcidos nucleicos aislados 

de otras especies con al nienos el 75% de identidad de 

secuencia con el gen nativo, y codifica polipØptidos con 

similitud estructural a una proteina SDF-1 nativa. Se pueden 

analizar bases de datos de Æcidos nucleicos publicas y/o de 

propiedad privada para identificar otras molØculas de Æcidos 

nucleicos con un porcentaje elevado (p.ej., el 70% o mÆs) de 

identidad de secuencia con un gen SDF-1 nativo. 



Fin 

Los variantes de genes de SDF-1 no naturales son Æcidos 

nucleicos que no aparecen en la naturaleza (p.ej., son 

preparados por la mano del hombre) , tienen al menos el 75% de 

identidad de secuencia con un gen SDF-1 nativo, y codifica 

polipØptidos con similitud estructural a una proteina SDF-1 

nativa. Entre los ejemplos de variantes de genes SDF-1 

naturales se cuentan los codificados por un fragmento de una 

proteina SDF-1 nativa, los que se hibridan a un gen nativo 

SDF-1 o un complemento de un gen nativo SDF-1 bajo condiciones 

rigurosas, los que comparten al Inenos el 65% de identidad de 

secuencia con un gen nativo SDF-1 o un complemento de un gen 

nativo SDF-1, y los que codifican una proteina de fusion SON 

Los Æcidos nucleicos codificadores de fragmentos de una 

proteina SOF-1 nativa en la invenciOn son los que codifican 

residuos de aminoÆcidos de una proteina SOF-1 nativa. Se 

pueden usar oligonucleOtidos mÆs cortos que codifican o se 

hibridan con Æcidos nucleicos que codifican fragmentos de una 

proteina SDF-1 nativa como sondas, cebadores, o molØculas 

antisentido. TambiØn se pueden usar polinucleOtidos mas largos 

que codifican o se hibridan con Æcidos nucleicos que codifican 

fragmentos de una proteina SOP-i nativa en diversos aspectos 

de la invenciOn. Los Æcidos nucleicos codificadores de 

fragmentos de un SDF-i nativo se pueden preparar por digestion 

enzimÆtica (p.ej., inediante una enzitna de restricciOn) a 
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degradación quImica del gen SDF-1 nativo de longitud total 0 

sus variantes. 

Los Æcidos nucleicos que se hibridan bajo condiciones de 

rigurosidad a uno de los anteriores Æcidos nucleicos tambiØn 

se pueden usar en la invenciÆn. For ejemplo, dichos Æcidos 

nucleicos pueden ser los que se hibridan a uno de los 

anteriores Æcidos nucleicos bajo condiciones de escasa 

� rigurosidad, condiciones de rigurosidad rnoderada, o 

condiciones de alta rigurosidad y estÆn dentro de la 

invención. 

Las nioleculas de Æcidos nucleicos codificadoras de 

proteina de fusión SDF-1 tambiØn se pueden usar en la 

invención. Dichos Æcidos nucleicos se pueden obtener para 

preparar una construccion (p.ej., un vector de expresiÆn) que 

expresa una proteina de fusion SDF-1 cuando se introduce en 

una adecuada celula blanco. For ejemplo, dicha construcción se 

puede obtener al ligar un primer polinucleOtido codificador de 

proteina SDF-1 fusionado en un marco con un segundo 

polinucleOtido codificador de otra proteina, para que dicha 

expresiOn de la construcciOn en un sistema de expresiÆn 

adecuado de una proteina de fusiOn. 

Los oligonucleOtidos de la invenciOn pueden ser ADN 0 ARN 

o sus mezclas quimØricas o derivadas o versiones modificadas, 

monocatenarios o bicatenarios. Dichos oligonucleOtidos se 

pueden modificar en el resto de base, el resto de azücar, o la 
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columna vertebral de fosfato, por ejemplo, para mejorar la 

estabilidad de la ruolØcula, hibridacion, etc. Los 

oligonucleótidos en la invenciÆn pueden ademas incluir otros 

grupos adosados tales como pØptidos (p.ej., dirigidos a 

receptores de cØlulas blanco in vivo) , a agentes que facilitan 

el transporte a travØs de la membrana celular, la escision 

disparada par hibridación. Con este fin, los oligonucleÆtidos 

� se pueden conjugar con otra molØcula, p.ej., un pØptido, un 

agente de formación de enlaces cruzados disparados por 

hibridación, agente de transporte, agente de escisión 

disparado por la hibridaciÆn, etc. 

Expresión do SDF-1 

De acuerdo con otro aspecto de la presente invención, la 

expresión de SOF-1 en el tejido daflado par la isquemia se 

puede regular hacia arriba rnediante la introducciÆn de cØlulas 

en el tejido daflado por la isquemia. La introducción de 

cØlulas en el tejido danado por la isquemia regula hacia 

arriba la expresión de proteina SDF-1 en el tejido danado por 

la isquemia. Por ejemplo, los mioblastos esquelØticos 

trasplantados en el miocardio infartado de un sujeto murino 

regula hacia arriba la expresión de proteIna SDF-1 en el 

miocardio infartado de aproximadamente 1 hora despues del 

trasplante de los rnioblastos esquelØticos al miocardio 

infartado a menos de aproximadamente 7 dias despuØs del 

trasplante. 
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Los tipos celulares que se pueden trasplantar en el 

tejido daflado por la isquemia incluyen cualquier cØlula 

bioconpatibles con el tejido al cual las cØlulas se van a 

trasplantar. Estas cØlulas de preferencia se cosechan del 

sujeto a tratar (es decir, cØlulas autólogas) y se cultivan 

antes del trasplante. Se prefieren las cØlulas autologas a fin 

de aumentar la biocoinpatibilidad de las cØlulas con el 

trasplante y rainirnizan la probabilidad de rechazo. 

Cuando el tejido daflado por la isquemia cornprende 

miocardio infartado, las celulas trasplantadas el miocardio 

infartado pueden ser, por ejemplo, mioblastos esquelØticos 

cultivados autÆlogos, fibroblastos, cØlulas musculares lisas, 

y cØlulas derivadas de mØdula ósea. De preferencia, las 

celulas para el trasplante al miocardio infartado son 

mioblastos esquelØticos. 

Las cØlulas que se introducen en el tejido danado por la 

isquemia para regular hacia aruba la expresion de proteIna 

SDF-1 pueden ser las mimas cØlulas que se pueden introducir en 

el tejido danado por la isquemia, para expresar VEGF o pueden 

ser cØlulas diferentes. Cuando la concentración de VEGF 

aumenta al introducir en el tejido daæado por la isquemia 

cØlulas que expresan VEGF, las cØlulas que expresan VEGF son 

de preferencia las mismas cØlulas usadas para regular hacia 

arriba la expresion de proteina SDF-1 en el tejido danado por 

la isquemia. Por ejemplo, un mioblasto esquelØtico 



52 

transfectado para expresar VEGF cuando se trasplanta en 

miocardio infartado murino causarÆ la expresión transitoria de 

proteina SDF-1 en el miocardio infartado de aproximadamente 1 

hora despuØs del trasplante de los mioblastos esquelØticos al 

miocardio infartado a menos de aproximadamente 7 dIas despuØs 

del trasplante. 

En otro aspecto de la presente invención, la expresión de 

proteina SDF-1 se puede regular hacia arriba mediante la 

introducción de un agente en las cØlulas blanco que aumentan 

la expresión de proteina SDF-1 en las cØlulas blanco. Las 

celulas blanco pueden incluir celulas en el tejido danado por 

la isquemia o cØlulas ex vivo, tales como cØlulas autólogas, 

que se han cosechado del sujeto y cultivado. Por ejemplo, las 

cØlulas ex vivo pueden ser cØlulas introducidas en el tejido 

danado por la isquemia para expresar VEGF y/o celulas que se 

introducen en el tejido daæado por la isquemia para proveer 

Is expresión transitoria de SDF-l. 

El agente puede comprender Æcidos nucleicos naturales o 

sintØticos, de acuerdo con la presente invencion y antes 

descrita, que se incorporan en las construcciones 

recombinantes de Æcido nucleico, en general construcciones de 

ADN capaces de ser introducidos y replicarse en la cØlula. 

Dicha construcción incluye de preferencia un sistema de 

replicación y las secuencias capaces de la transcripciOn y 
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traducción de una secuencia codificadora de un polipØptido 

INEN determinada cØlula blanco. 

TambiØn Se pueden introducir otros agentes en las cØlulas 

blanco, para aumentar los niveles de proteina SDF-1 en el 

tejido blanco. Par ejemplo, se pueden usar los agentes que 

aumentan la transcripciÆn de un gen codificador de proteina 

SDF-]. para aumentar la traducción de un mRNA codificador de 

proteina SDF-1, y/o los que disminuyen la degradación de un 

mRNA codificador de proteina SDF-1 para aumentar los niveles 

de proteina SDF-l. El aumento de la velocidad de transcripción 

de un gen en una cØlula se puede lograr por la introducción de 

un promotor exÆgeno corriente arriba del gen codificador de 

proteina SDF-l. TambiØn se pueden usar elementos 

incentivadores que facilitan la expresion de un gen 

heterólogo. 

Un mØtodo de preferencia para introducir el agente en una 

cØlula blanco que incluye el uso de terapia gØnica. Se puede 

usar la terapia gØnica de acuerdo con la presente invención 

para expresar proteina SDF-1 a partir de una cØlula blanco in 

viva o ex vivo. tin mØtodo de preferencia de terapia gØnica 

incluye el uso de un vector tal coma un nucleótido codificador 

SDF-1. Entre los ejemplos de vectores que se pueden usar se 

incluyen vectores virales (tales como adenovirus (’Ad’), virus 

adenoasociados (AM), y retrovirus) , liposomas y otros 

complejos que contienen lIpidos, y otros complejos 
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macromoleculares capaces de mediar ía provision de un 

polinucleótido a una celula blanco. 

Los vectores tambiØn pueden comprender otros corrtponentes 

o funcionalidades que ademÆs modulan ía provisiÆn de genes y/o 

ía expresiOn de genes, o que de otro rnodo proveen propiedades 

beneficiosas a las cØlulas blanco. Dichos otros coinponentes se 

describieron con anterioridad. 

Los vectores para el uso de ía expresiOn de proteina SOF-

1 incluyen vectores virales, vectores basados en lipidos y 

otros vectores capaces de proveer un nucleÆtido de acuerdo con 

ía presente invenciOn a las cØlulas blanco. El vector puede 

ser un vector dirigido, en especial un vector dirigido que de 

preferencia se une a un tipo celular especifico. Los vectores 

virales de preferencia para el uso en ía invenciOn son los que 

exhiben baja toxicidad a una cØlula blanco e inducen ía 

producciOn de cantidades terapØuticamente ütiles de proteina 

SDF-1 en forma especIfica de tejido. 

Los actuales vectores virales preferidos se derivan de 

adenovirus (Ad) o virus adenoasociados (AAV) . Se pueden usar 

vectores virales humanos y no humanos, pero de preferencia el 

vector viral recombinante es defectuoso para la replicación en 

humanos. Cuando el vector es un adenovirus, de preferencia 

comprende un polinucleOtido con un promotor ligado 

operativarnente a un gen codificador de ía proteina SDF-1 y es 

defectuoso para ía replicaciOn en humanos. TambiØn se pueden 
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usar otros vectores tales coma vectores virales y no virales 

bien canacidas en el arte y descritas can anterioridad. 

En muchas de los vectores virales compatibles con mØtodos 

de la invención se puede incluir mÆs de un prarnatar en el 

vector, para permitir que mÆs de un gen heterólogo sea 

expresada par el vector. AdemÆs, el vector puede comprender 

una secuencia que cadifica un pØptida senal u otra resta que 

facilita la secreciôn de un producta gØnica de SDF-1 a partir 

de la cØlula blanca. 

Para cambinar las prapiedades ventajasas de las dos 

sistemas de vectores virales se pueden usar vectores virales 

hibridas para praparcianar un Æcida nucleica de SDF-1 a un 

tejido blanca (p.ej., miacardia) . Las tØcnicas estÆndar para 

la canstrucción de vectores hibridas son bien conacidas par 

las expertas en el arte. Par ejempla, la presencia de 

incentivadares carriente arriba del pramatar a terminadares 

carriente debajo de la region cadificadara, par ejempla, 

pueden facilitar la expresiOn. 

De acuerda can atra aspecta de la presente invención, un 

pramatar especifica de tejida a regulable par fØrmacas se 

puede fusianar a un gen SDF-1. Al fusionar dicha pramatar 

especifica de tejida en la canstrucción adenaviral se limita 

la expresión transgØnica a las tipas celulares especIficas 

(p.ej., miacardiacitas ventriculares) a en respuesta a 

fÆrmacas especificas (p.ej., tetraciclinas) . La eficacia de la 
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expresión gØnica y el grado de especificidad provisto por 

promotores especificos de tejido se pueden determinar mediante 

el sistema recombinante adenoviral de la presente invencion. 

Cuando el tejido danado por la isquemia es miocardio 

infartado, el uso de promotores especificos de tejido 

dirigidos solo a los miocardiocitos (es decir, sin expresiOn 

concoinitante en cØlulas endoteliales, cØlulas musculares lisas 

y fibroblastos en el corazón) cuando se provee el gen SDF--1 

vivo proporciona la adecuada expresión de la proteina SOF-1 

para el tratamiento terapØutico. La limitaciÆn de la expresiÆn 

de los miocardiocitos tambiØn tiene ventajas respecto de la 

utilidad de la transferencia de genes para el tratamiento de 

Cl-IF. AdemÆs, es probable que los miocardiocitos proporcionen 

la expresiOn transgØnica InÆs prolongada, dado que las cØlulas 

no sufren un recambio rÆpido; en consecuencia, la expresiÆn no 

disminuiria por la division celular y la muerte, corno 

ocurriria con las cØlulas endoteliales. 

AdeznÆs de los metodos basados en vectores virales, 

tambiØn se pueden usar mØtodos no virales para introducir un 

gen SDF-1 en una cØlula blanco. Un mØtodo de preferencia de 

provision de genes no viral de acuerdo con la invenciOn emplea 

AON de plÆsmido para introducir un Æcido nucleico de SDF-1 en 

una cØlula. En general, los mØtodos de provision de genes 

basados en plÆsmidos se conocen en el arte. 
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Los mØtodos que incluyen componentes basados en virus y 

no virales se pueden usar de acuerdo con la invenciôn. Por 

ejemplo, se describe un plÆsmido basado en virus do Epstein 

Barr (EBV) para proveer genes terapØuticos en Cui et al., Gene 

Therapy 8:1508-1513, 2001. AdernÆs, se describe un metodo que 

incluye un ligando ADN/adjunto policatiónico acoplado a un 

adenovirus en Curiel, D. T., Nat. Iminun. 13:141-164, 1994. 

Los vectores que codifican la expresión de SDF-1 se 

pueden proporcionar a la cØlula blanco en la forma de una 

preparación inyectable que contiene un portador 

farmacØuticamente aceptable, por ejemplo solución fisiologica, 

segün necesidad. TambiØn se pueden usar otros portadores 

farmacØuticos, formulaciones y dosificaciones de acuerdo con 

la presente invención. 

El vector se puede proporcionar por inyección directa con 

una jeringa de tuberculina bajo guia fluoroscopica, en una 

cantidad suficiente para que se exprese la proteIna SDF-1 

hasta un grado que permite la terapØutica altamente efectiva. 

Al inyectar el vector directamente en el tejido danado por la 

isquemia, es posible incidir en el gen blanco con bastante 

eficacia, y ntinimizar la pØrdida de los vectores 

recombinantes. Este tipo de inyección tambiØn perruite la 

transfección local de una cantidad deseada de cØlulas, por lo 

que se maximiza la eficacia terapØutica de la transferencia de 
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inflamatoria a las protelnas virales. 

Cuando el tejido danado por la isquemia comprende 

miocardio infartado se puede usar un promotor especIfico de 

miocardiocito, por ejemplo, para permitir en forma segura la 

expresión limitada en los iniocardiocitos. En consecuencia, la 

provision de los transgenes de esta manera puede dar por 

resultado una expresiOn gØnica dirigida, por ejemplo, en las 

cØlulas del ventrIculo izquierdo. TambiØn se pueden usar otras 

tØcnicas bien conocidas en el arte para trasplantar el vector 

a las cØlulas blanco del miocardio infartado. 

Cuando la cØlula blanco es una cØlula cultivada que luego 

se trasplanta al tejido danado por la isquemia, se pueden 

proveer los vectores por inyección directa en el medio de 

cultivo. Un Æcido nucleico codificador de SDF-1 transfectado 

en las cØlulas puede estar ligado operativamente a cualquier 

secuencia reguladora adecuada, incluso un proinotor y un 

incentivador especifico de miocardio. 

Las cØlulas blanco transfectadas luego se pueden 

transplantar al tejido daflado por la isquemia por tØcnicas de 

trasplante bien conocidas, tales como inyecciÆn directs 

rnediante una jeringa de tuberculina. Al transfectar primero 

las celulas blanco in vitro y luego trasplantar las cØlulas 

blanco transfectadas al miocardio infartado se rninimiza la 

posibilidad de respuesta inflamatoria en el miocardio 
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infartado, coruparado con la inyección directa del vector en el 

tejido danado por la isquemia. 

Los Æcidos nucleicos de SDF-1 de la presente invención se 

pueden expresar por cualquier periodo adecuado dentro de la 

cØlula blanco, tales como la expresiÆn transitoria y la 

expresiÆn estable a largo plazo. En una forma de realización 

de preferencia, el Æcido nucleico de SDF-1 se expresa en 

cantidad terapØuticas durante un periodo adecuado y definido. 

Las dosificaciones especificas de proteinas, Æcidos 

nucleicos, o molØculas pequeæas pueden ser determinadas con 

facilidad por un experto en el arte, rnediante los mØtodos 

experimentales descritos mØs adelante. 

La expresión de SDF-1 puede ser transitoria, como en el 

caso de una celula que no es transfectada con un vector 

codificador de proteina SDF-1 trasplantado al miocardio 

infartado. Como alternativa, la expresión de la proteina SDF-1 

puede ser prolongada, como en el caso de que el miocardio 

infartado se transfecta con un vector codificador de proteina 

SDF-1 o cuando una celula transfectada con un vector 

codificador de proteina SDF-1 se trasplanta al miocardio 

infartado. 

La expresión prolongada de SDF-1 es ventajosa porque 

permite aumentar la concentración de cØlulas madre con un 

agente movilizante, por ejemplo GCSF o algün otro factor, en 

un momento alejado de la cirugia o el procedimiento de 
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trasplante de las cØlulas. En el caso de que G-CSF sea el 

agente movilizante, hay un significativo incremento del 

recuento de neutrófilos que podrla causar efectos negativos en 

el periodo periquirürgico, pero no dIas o semanas despuØs. 

AdeniÆs, la regulación hacia arriba prolongada o crónica de la 

expresión de proteina SDF-1 perraitirIa multiples intentos de 

movilización de cØlulas madre. AdemnÆs, la regulaciOn hacia 

� arriba crónica de la expresión de proteina SDF-1 causa el 

alojamiento prolongado de cØlulas madre en el tejido daæado 

por la isquemia desde sangre perifØrica, sin necesidad de 

movilización de cØlulas madre. 

E j emplo $ 

La presente invención se ilustra ademÆs mediante el 

siguiente conjunto de ejemplos. Se proveen ejemplos 

ilustrativos y de ningün modo se deben interpretar como 

limitantes del alcance o contenido de la invención. 

40 Primer grupo de ejemplos 

Efecto de la movilizacion de cØlulas madre con G-CSF 8 semanas 

despuØs de IM 

A fin de asegurar que la movilizaciÆn de las cØlulas 

madres por G-CSF conduce a la regeneracion de miocardio en 

ratas con miocardiopatla isquØnuica establecida, se separaron 

al azar ratas de 8 semanas despuØs de IM, para recibir GCSE 

recombinante humnano (125 ig/kg/dIa durante 5 dias, via 

inyección i.p.) o soluciÆn fisiológica. Se extrajo sangre 5 
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dias despuØs de iniciar la terapØutica can G-CSF para 

verificar la estimulaciÆn de la mØdula ósea, revelada par la 

triplicaciÆn del recuento de leucocitos con G-CSF (37,3 + 5,3 

celulas/jil) comparado con terapØutica can solución fisiológica 

(11,8 + 4,0 cØlulas/pl) . Se administra 5-bromo-2’-

desoxiuridina, ErdU, comenzando el dIa final despuØs de la 

administración de G-CSF durante un total de 14 dias, a fin de 

marcar tadas las cØlulas en proliferaciÆn en el miacardia. 

Las Figs. 1(a y b) muestran, respectivarnente, la cantidad 

de celulas BrdU-positivas en la zona infartada a) y la 

fraccion de acartamiento b) 4 semanas despuØs de la 

administracion de salución fisiológica a G-CSF (12 semanas 

despuØs de la ligadura LAD) . Los recuentos celulares son 

cØlulas ppr mm 2. Las datos representan media – d.s. n=6-8 par 

grupo. 

La administración de G-CSF 2 meses despuØs de la ligadura 

LAD no llevó al aumento de la cantidad de cØlulas Erdu 

positivas en la zona de infarto (Fig. 1 a) a a la regeneración 

significativa del miacardia, segün se determina par la 

ausencia de angiogØnesis a celulas cardiacas miosina-positivas 

en la zona de infarta (datos no mastradas) . Dace semanas 

despuØs de la ligadura LAD, estas animales demostraran 

significativa miacardiapatia can fraación de acortarnienta en 

animales control de significancia inferior al 10% (normal 

>60%) . Consistente con la falta de evidencias histalógicas de 
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regeneración significativa del miocardio en respuesta a G-CSF 

8 semanas despuØs de la ligadura LAD, no se observo 

recuperaciÆn significativa de la función sistólica con G-CSF 

(Fig. lb). 

Efecto de trasplante de SKMB antes de la movilización de 

cØlulas madre en la miocardiopatia isguØmica 

A fin de analizar la hipótesis de que el miocardic 

alej ado en el tiempo del momento del infarto de miocardio se 

pueda optimizar para la regeneración del miocardio en 

respuesta a la movilización de cØlulas madre se realizó el 

trasplante de mioblasto esquelØtico 8 semanas despuØs de la 

ligadura LAD. Los animales recibieron cinco inyecciones de 

200.000 SKMB/inyección en la zona del borde del infarto. Dado 

que la hipotesis inicial postulaba que se usaria el SKMB 

trasplantado como estrategia para expresar productos gØnicos 

responsables del alojamiento de cØlulas madre, como control, 

se transfectaron los SKMB con adenovirus codificador de 

luciferasa. 

Las Figs. 2(a y b) muestran el efecto del trasplante de 

mioblastos esquelØticos (SKMB) con recuentos de cØlulas Brdti+ 

en la zona del infarto cuatro semanas despuØs del trasplante 

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

representan media – d.s. n=6-8 por grupo. 

La introduccion de SKMB en el corazón infartado en 

ausencia de G-CSF no aumento de modo significativo la 
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incorporaciÆn de cØlulas BrdU positivas en la zona infartada. 

Sin embargo, la combinación de trasplante de SKMB y G-CSF dio 

por resultado una cantidad significativamente aumentada de 

cØlulas BrdU positivas en la zona del infarto 4 semanas 

despuØs (Fig. 2a) . AdemØs, comparado con animales que 

recibieron GCSF 0 solo trasplante de SKMB, los animales que 

recibieron la terapØutica combinada experimentaron un aumento 

significativo de la fraccion de acortamiento (Fig. 2b) 

respecto de los controles de soluciOn fisiológica. 

A fin de determinar si las cØlulas BrdU positivas en la 

zona de infarto originadas en la mOdula ósea, o donde se 

administraron cØlulas endOgenas BrdU del miocardio que se 

dividieron ocho semanas despuOs de la ligadura LAD durante 

cinco dias, comenzando seis dias antes del trasplante de SKMB 

y la iniciación de G-CSF. 

Las Fig. 3a muestra que la mØdula ósea  (BM) tenida para 

BrdU revelO casi el 100% de tincion de cØlulas BM cultivadas a 

partir de multiples animales. La Fig. 3b muestra que no se 

observan cØlulas Brdti+ significativas en el miocardio no 

tratado despuØs de cinco dias de administración de BrdU. Los 

datos representan media – d.s. de celulas positivas 

cuantificadas por dos observadores independientes ciegos 

respecto de la identidad de cada animal. n=6 -B por grupo. La 

barra de escala representa 25 pM. Esto conduce al marcado de 
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las cØlulas en la mØdula, sin marcado significativo Brdu del 

miocardio (17,5 – 2,9 celulas positivas/mm2) 

La Fig. 3c muestra el aumento de cØlulas BrdU+ en la zona 

infartada, evaluado con la terapØutica de acuerdo con la 

presente invención. 

En estos experimentos, solo los animales que recibieron 

SKMB y G-CSF mostraron aumento significativo de la cantidad de 

� cØlulas BrdU-positivas en la zona infartada. Estos datos son 

consistentes con el concepto de que las cØlulas BrdU-positivas 

se origen en la medula ósea y se alojan en la zona infartada 

tras la terapØutica combinada. Los datos tambiØn avalan que el 

trasplante de SKMB reestablece las senales necesarias para 

alojar las cØlulas madre en el miocardio. 

NolØculas senal responsables de alojar cØlulas madre en el 

tejido infartado 

La observación de que las cØlulas circulantes se injerten 

en el tejido infartado 8 semanas despuØs de un IM con 

"estimulaciÆn" del tejido mediante trasplante de SKMB impulsó 

la evaluaciÆn de los posibles mediadores de la anidación de 

cØlulas madre. Es sabido que el factor 1 derivado de las 

celulas del estroma (SDF-1) media el trÆnsito hematopoyØtico y 

la anidaciÆn de cØlulas madre en la mØdula ôsea; en 

consecuencia, se evaluÆ su papel como posible molØcula seæal 

para el injerto de celulas madre en IM y en respuesta al 

trasplante de SKMB. 
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La Fig. 4 es una fotografia que rnuestra RT-PCR que reveia 

la expresión del factor -1 derivado del estroma (SDF-1) comb 

función del tiempo posterior a infarto de miocardio. La 

expresiÆn de SDF-1 estÆ ausente en la iInea de base, aumenta a 

1 y 24 horas despuØs de IM. La expresion de SDF-1 vuelve a su 

estado de ausencia entre 24 horas y 7 dias despuØs del IM y 

permanece ausente 30 dias despuØs del IN. La expresiÆn de SDF-

1 recurre 72 horas despuØs del trasplante de SKMB realizado 30 

dias (30-f-) despuØs del IM. 

En consecuencia, se observó la expresión de SDF-1 por RI-

PCR a 1 y 24 B, pero no a 0, 7 o 30 dias despuØs de la 

ligadura LAD. Se indujo la expresiÆn de SDF-1 mediante SKMB y 

se observó 72 h despuØs del trasplante, pero no en animales 

operados como control (datos no mostrados) . El POR para GAPDH 

en la misma rnuestra demostró que el cADN estaba intacto en 

todas las muestras (datos no mostrados) . El aumento de la 

expresión SDF-1 en respuesta al trasplante de SKMB se confirrnó 

mediante PCR de tiempo real (datos no mostrados) . El POR de 

tiempo real revelÆ que los niveles de GAPDH eran similares 

entre los grupos. 

Para evaluar si el injerto mediado por SDF-1 de celulas 

BrdU positivas en la zona del infarto, se trasplantaron 

fibroblastos cardiacos de control a transfectados estables con 

un vector de expresión SDF-1 en niiocardio 4 semanas despuØs de 

la ligadura LAD. Diez dias despuØs, a fin de permitir la 
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regulación hacia debajo de la expresión endogena de SOF-1 se 

administró G-CSF durante cinco dias, al igual que BrdU, 

durante cinco dias a partir del dIa final de la administración 

de G-CSF. 

La Fig. 5(a y b) muestra la cantidad de a) cØlulas Brdti+ 

y b) celulas CD117+ en la zona de infarto cuatro semanas 

despuØs del trasplante fibroblastos cardiacos transfectados 

estables con o sin vector de expresiÆn de SDF-1, con o sin la 
� 

administración de G-CSF durante cinco dias despuØs del 

trasplante de fibroblastos cardiacos. Los datos representan 

media – d.s. de cØlulas positivas cuantificadas por dos 

observadores independientes ciegos respecto de la identidad de 

cada animal. n=3-5 por grupo. 

La Fig. Sc es una fotografia de CD117+ tenidas 

provenientes de un animal tratado con SDF-1/G-CSF. La barra de 

escala representa 25 pM. 

En concordancia con que SDF-1 es suficiente para inducir 

la anidación de las celulas madre en miocardio lesionado en 

respuesta a G-CSF, los corazones trasplantados con 

fibroblastos cardiacos que expresan SDF-1 revelaron un aumento 

en mÆs de tres veces de la cantidad de cØlulas BrdU-positivas 

en toda la zona infartada. Los animales que recibieron 

fibroblastos cardiacos control tuvieron una seflal BrdU no 

diferente del control. 

Identificación de cØlulas BrdU positivas 
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Se realizÆ inmunofluorescencia para determinar la 

identidad de las cØlulas Brdti en la zona infartada. La tinción 

de anticuerpos para C045 demostró que <5% de las cØlulas ErdU-

positivas en respuesta al trasplante celular y la 

administración de G-CSF eran leucocitos, respectivamente. No 

se observaron cØlulas cardIacas miosina-Brdtj positivas en la 

zona de infarto de los animales tratados con C-CSF sin o con 

� SKMB, a trasplante de fibroblastos cardiacos. 

Efecto de SKMB y G-CSF que expresa VEGF en neovascularización 

y función LV tardia despuØs de IM 

A pesar del aumento de la cantidad de cØlulas BrdtJ-

positivas en los animales que recibieron combinaciÆn de 

trasplante de SKMB y estimulacion de mØdula Æsea con G-CSF, no 

se observa un aumento de la densidad vascular o un aumento de 

la cantidad de iniocitos cardiacos en la zona de infarto. En 

consecuencia, se estudió el efecto agregado de la expresión 

excesiva de VEGF sabre el trasplante de SKMB y la 

administración de G-CSF. 

Las Figs. 6(a y b) demuestran que la inmunohistoquimica 

de la zona infartada revelaba cØlulas Brdtj+ (flechas abiertas) 

y cØlulas cardiacas que expresan miasma (flechas enteras) 12 

semanas despuØs de la ligadura LAO con trasplante celular de 

a) SKMB a b) SKMB que expresan VEGF, seguido de movilización 

de cØlulas madre con G-CSF. 



La Fig. 6c muestra mejoramiento de la funcion de LV 

respecto del control sin tratamiento. Los datos representan 

media – d.s. n=6-8 por grupo. La barra de escala representa 10 

PM. 

El trasplante de SKMB que expresan VEGF-165 8 semanas 

despuØs de IM dieron por resultado un aumento de la densidad 

vascular en la zona infartada, comparado con los controles de 

solucion fisiológica (44,1 – 5,2 vs. 17,7 – 2,8 vasos/rrim2; 

VEGF-165 vs. soluciÆn fisiológica, respectivamente) . AdemØs, 

la contbinación de expresión de VEGF-165 y movilización de 

cØlulas madre con G-CSF condujo a la repoblación de la zona 

infartada con cØlulas cardiacas que expresaban miosina, en 

concordancia con la regeneración del miocardio (Fig. 6a) . El 

agregado de expresión VEGF-165 a SKMB tambiØn aumenta 

significativamente la función LV medida por la fraccion de 

acortamiento (Fig. 6b). No se observaron diferencias 

significativas en la fraccion de acortamiento entre las 

estrategias de tratamiento de trasplante de SKMB que expresa 

VEGF-165 y trasplante de SKMB combinado con la administracion 

de G-CSF (datos no mostrados) 

Ligadura LAD 

Todos los protocolos animales fueron aprobados por Animal 

Research Committee, y todos los animales fueron alojados e las 

instalaciones para animales de AAALAC de la Cleveland Clinic 
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Foundation. Los animales se anestesiaron con pentobarbital 

sódico, 50 mg/kg, se intubaron, y se ventilaron con aire 

ambiental a 80 inspiraciones por rninuto mediante un ventilador 

para roedores con ciclo a presian (Kent Scientific Corp., 

RSP1002) . Se indujo IM de la pared anterior en ratas machos 

Lewis de 150-175g por ligadura de la arteria descendiente 

izquierda anterior (LAD) con la ayuda de un microscopio 

� quirUrgico (Leica M500) 

Ecocardiografia en 2D 

Se realizó ecocardiografla en 2D 5-7 dias y 8 sernanas 

despuØs de la ligadura LAD y 4 semanas despuØs del trasplante 

de SKMB mediante un transductor de disposiciÆn lineal de 15 -

MHz en interfaz con un Sequoia C256 (Acusan) . Las ratas se 

sedaron ligeramente con cetamina (50mg/kg) para cada 

ecocardiograina. Para la cuantificación de las dimensiones de 

LV y el espesor de la pared se registraron digitalmente clips 

2D e imÆgenes de modo m en una vista del eje inenor desde la 

mitad del LV justo por debajo de los müsculos papilares, para 

permitir mediciones consistentes desde la misma ubicación 

anatómica en diferentes ratas. Las inediciones fueron 

realizadas por dos observadores in dependientes ciegos fuera 

de la linea, mediante ProSolve. Cada medición de cada animal 

se realiza seis veces, desde tres clips de modo m elegidos al 

azar de los cinco registrados por un observador ciego para el 

brazo de tratamiento. Se calculó la fracción de acortamiento 
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como medida de la función LV, a partir de los registros de 

modo M. Fracción de acortamiento (%) = (LVEDD-

LVESD)/LVEDD*100, en donde LVEDD - dimension diastOlica 

ventricular izquierda final y LVESD - dimensiOn sistOlica 

ventricular izquierda final. Las dirnensiones se midieron entre 

la pared anterior y la pared posterior desde la vista del eje 

menor, justo par debajo del nivel del mæsculo papilar. AdenÆs, 

se midiO el espesor de la pared anterior al fin de la 

diÆstole. 

PreparaciOn y provision de las celulas 

Se cosecharon mioblastos esquelØticos de las patas 

traseras de diversas ratas Lewis (Harlan Labs), se sernbraron 

en frascos de cultivo de 175 ml (Falcon), y se cultivaron en 

DMEM con 10% de suero bovino fetal, 300mg/l de EGGS, y los 

antibiOticos penicilina, estreptomicina y ofloxacina. Las 

cØlulas fueron sometidas a resiembra una vez logrado el 75% de 

confluencia, para evitar la diferenciaciOn. El dia previa al 

trasplante se transfectaron los mioblastos purificados con 108 

pfu/ml de adenovirus deficientes en replicaciOn que expresaban 

VEGF-165 a luciferasa (control) bajo el control de un promotor 

CMV. El dia del trasplante se cosecharon los mioblastos con 

tripsina, se lavaron extensainente en PBS para eliminar 

cualquier partIcula viral libre y se reconstituyeron 

inmediatamente antes del trasplante. Luego los aninales se 

anestesiaron, se ventilaron y se sometieron a toracotomIa 
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lateral para la visualizaciÆn directa de la zona infartada. 

Aproximadamente 1 x 106 celulas se inyectaron por animal en 

cinco localizaciones. 

Se cosecharon fibroblastos cardiacos de varios corazones 

de ratas adultas y se sembraron en forma similar a SKMB. Se 

clonaron SDF-1 provenientes del ARN total obtenido de los 

corazones 24 h despuØs del infarto de miocardio infracción en 

el vector de expresión PCDNA3.1 (Hacia adelante-(NOT-1)-

AATAAGAAA TGCGGCCGCATGGACGCCAAGGTCGTCGCTGTGCTGGCC; 

Reversa- (Xba-1) -TCTAGACTTGTTTAAGGCTTTGTCCAGGTACTCTTGGA. 

Se seleccionaron con neomicina los fibroblastos cardiacos 

transfectados en forma estable con el vector de expresiÆn SDF-

1 PCDNA3.1. 

MovilizaciÆn de cØlulas madre 

Se administrÆ G-CSF recombinante humano (125 ug/kg) por 

inyección por via intraperitoneal (i.p.) durante cinco dias a 

partir del dia de trasplante de mioblasto esquelØtico. Se 

obtuvieron recuentos de sangre completos y recuento 

diferencial (Bayer, ADVIA) los dias 0, 5, 14, y 21 

postrasplante. A fin de medir la extensiÆn acumulativa de la 

proliferación celular se inyectaron 50 mg/kg de BrdU i.p. 

durante 14 dias a partir del dia 5, para permitir el marcado 

de BrdtJ de cualquier celula inadre proliferante inducida por G-

CSF. 

AnØlisis histologico 
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Se sacrificaron las ratas y se extrajeron los corazones 

para el anÆlisis cuatro sernanas despuØs del trasplante 

celular, tras fijación por perfusion con HistoChoice (Arnresco 

Inc., Solon, OH), y se cortaron en tres divisiones iguales 

perpendiculares al eje mayor del LV. Los segmentos ventricular 

medio y apical se incluyeron en parafina y se utilizaron 

varios segrnentos de 6 urn de espesor para inrnunohistoquirnica. 

Se usaron anticuerpos inonoclonales contra miosina cardiaca 

(Chernicon), CD45 (Chernicon), Factor VIII (Chernicon), CD117 

(Santa Cruz Biotechnology) y BrdU (Vector labs) . Se usaron 

anticuerpo secundarios rnarcados con FITC o biotina. Para ía 

cuantificación se analizaron cinco secciones en la zona 

infartada para detectar celulas positivas y la densidad 

vascular. No fue posible realizar doble rnarcado de CD117 y 

BrdU dado que el tratamiento con HCL del protocolo para la 

presentaciOn del antIgeno BrdU dio por resultado la expresión 

de un epitopo nuclear reconocido por tres anticuerpos CD117 

diferentes. 

AnÆlisis nor 2CR 

Se realiza anÆlisis RT-PCR en ARN total aislado de 

corazones de rata en función del tiempo tras la ligadura LAD y 

tras el trasplante de SKMB. Se extrajo el ARN total del tejido 

por el rnØtodo de cloruro de guanidina isotiocianato-cesio. 

Se utilizaron cebadores especIficos para SDF-1 de rata (Hacia 

adelante: TTGCCAGCACAAAGACACTCC; Reversa: 
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CTCCAAAGCAAACCGAATACAG, producto esperado 243 pares debases, 

40 ciclos) y GAPDH (Hacia adelante: CCCCTGGCCAAGGTCATCCA; 

Reversa: CGGAAGGCCATGCCAGTGAG, producto esperado 238 pares de 

bases, 20 ciclos) Luego se usó PCR de tiempo real (Perkin-

Elmer, ABI Prism 7700) para confirmar el aumento de la 

expresiÆn en corazones infartados y trasplantados con 

incorporación de SYBR-green en el producto de PCR SDF-1 (Hacia 

adelante: ATGCCCCTGCCGATTCTTTG Reversa: 

TGTTGTTGCTTTTCAGCCTTGC, producto esperado 116 pares de bases) 

y GAPDH coma antes. 

Construcciôn adenoviral 

La construcción adenoviral codificadora de VEGF-165 fue un 

generoso obsequio de Gen Vec, Inc (Gaithersburg, MD) 

Brevemente, se obtuvieron 293 cØlulas de American Type Culture 

Collection (ATCC CRL. 1573) y se mantuvieron el media de Eagle 

madificada de Dulbecca (DMEM) suplementado can 10% de suera de 

ternero. Se genera el vector de adenavirus El, E3 AdVEGF-165 

al linealizar el plÆsmida vector de lanzadera en un singular 

sitio de restricción adyacente a la repetición terminal 

izquierda del extremo invertida (JTR) y cotransfectado en 293 

cØlulas con ADN H5d1324 digerido con Clal. DespuØs de dos 

purificaciones en secuencia en placa se propagaron vectores 

madre en 293 cØlulas y se purificaron por tres corridas en 

secuencia con gradientes de cloruro de cesio. El virus 

purificado se dializó contra un  buffer que contenia 10 mM de 
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Tris, p1-I 7,8, 150 mM de NaCl, 10 mM de MgC12 y 3% de sacarosa y 

se guardó a -80°C hasta su usa. La expresión transgØnica estÆ 

baja el control del promotor temprana inmediato de 

citomegalovirus. 

AnÆlisis estadistico 

Los datos se presentan como media – SEM. Las 

comparacianes entre grupos se realizan por prueba t de 

Student. 

Segundo grupo de ejemplos 

Efecto de trasplante de miablastos esguelØticos sabre la 

función ventricular izguierda 

Se analizaron las efectos de trasplante autolaga de SKMB 

sabre la densidad vascular y la función LV, a fin do 

determinar si SKMB que expresa VEGF-165 conduce a 

significativa neavascularizaciOn de la zana infartada y 

mejaramienta de la función ventricular izquierda. 

Ochas semanas despuØs del infarta de miacardic inducida 

par ligadura LAD se inyectó la perizana infartada can 1 rnillon 

de SKMB (n=6) a salución fisialógica (n=7) en cinca 

inyeccianes igualmente divididas. Cuatra semanas mÆs tarde se 

cuantificÆ la funciÆn LV coma fracciÆn de acartamienta 

mediante ecacardiagrama, y se extrajeran las carazanes. Se 

identificó la vasculatura par inmunohistaquImica de Factor 

VIII y se cuantificÆ la densidad vascular en la zana 

infartada. 
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Las Figs. 7(a y b) ilustran grÆficamente los datos de 

este estudio. Los datos representan media – d.s., *<Q,Q] 

Los datos demuestran que el trasplante de SKMB en la 

perizona infartada ocho semanas despuØs del infarto de 

miocardio inducido por ligadura LAD no produjo 

neovascularización de la zona infartada (7a) . Sin embargo, el 

trasplante SKMB dio por resultado un incremento pequeno (-

20%), aunque estadisticamente significativo de la función LV, 

medida como fracción de acortamiento en el nivel del müsculo 

papilar (6,8 – 1,0% vs. 8,1 – 1,1 %, P<0,01) (7b). 

Neovascularización en respuesta a provision de VEGF en base a 

cØlulas y adenoviral directa 

La respuesta angiogØnica entre las inyecciones virales 

directas se comparO con el trasplante de SKMB transfectado por 

virus. En cada caso, ocho semanas despues del infarto de 

miocardio inducido por ligadura LAD, se inyectO la perizona 

infartada con 1x107 pfu de AdVEGF-165 (n=4) o 1 millon de SKMB 

transfectado con AdLuc (n=3) o AdVEGF-165 (n=6) en cinco 

inyecciones igualmente divididas. Se identifica la vasculatura 

mediante inmunohistoquimica de Factor VIII y se cuantificO la 

densidad vascular mediante el recuento de vasos tenidos con 

Factor VIII en secciones de tejido obtenidos justo por debajo 

del nivel de los müsculos papilares. 

La Fig. 8 muestra la densidad del vaso en la zona 

infartada por inyecciOn adenoviral directa, comparado con la 
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densidad de vasos por trasplante de cØlulas que expresan VEGF-

165. Los datos representan mean – d.s., *p<0,05�  

Se observó un aumento significativo de la densidad 

vascular en los animales que recibieron inyecciÆn adenoviral 

de VEGF-165 0 trasplante celular con SKMV que expresa VEGF-

165. No hubo evidencias macroscópicas o histológicas do 

formacion de hemangioma con cualquiera de las estrategias de 

tratamiento. TambiØn se observo un incremento 

significativamente mayor en la densidad vascular en los 

animales tratados con trasplante de cØlulas, comparado con 

inyección viral directa. 

Las Figs. 9(a -f) son fotograflas de secciones 

representativas de la zona infartada 4 semanas despuØs de ía 

inyección en la perizona infartada de 1 millón de SKMB 

transfectado con AdLUC (A, D) , 1x107 pfu AdVEGF-165 (B, E) 0 1 

millón de SKMB transfectado con AdVEGF-165 (C, F) en cinco 

inyecciones igualmente divididas. (A-C) tinción H & E y (D-F) 

inmunohistoquimica para Factor VIII. 

Las fotografias en las Figs. 9(a-f) demuestran que la 

zona infartada despues del trasplante de SKMB es relativamente 

avascular (Figs. 9(a y d) . La neovascularizacion posterior a 

la terapØutica con VEGF-165 por cualquiera de las modalidades 

da por resultado el desarrollo de aumento de la densidad 

vascular caracterizado por un incremento de ía cantidad de 

capilares y pequeflas arteriolas (Figs. 9(b, c, e y f). 
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Las Figs. 10(a y b) muestran cortes representativos 

teflidos con H & E de la zona periinfarto cuatro semanas 

despuØs de la inyección de a) 1x107 pfu de AdVEGF-165 a b) 1 

millón de SKMB transfectado con 1 x107 pfu de AdVEGF-165 cada 

uno en cinco inyecciones igualmente divididas. 

Cuatro semanas despuØs del tratamienta, la perizona 

infartada en animales inyectados con adenovirus revelÆ en 

forma constante un infiltrado inflamatorio (Figura ba) que no 

estaba presente en ninguno de los animales trasplantados con 

SKMB que expresa VEGF-165 (Figura lOb) 

La provision basada en cØlulas de VEGF da oar resultado un 

mejoramiento de la funcion ventricular izquierda 

Para determinar si la inyección viral directa a la 

expresiOn basada en cØlulas de VEGF-165 conduce a un 

mejoramiento de la funciôn LV, ocho semanas despuØs del 

infarto de miocardia se inyectÆ la perizona infartada con 

soluciOn fisiolOgica, 1 x107 pfu de AdVEGF-165 (n=4) a 1 millón 

de SKMB transfectada can AdLuc (n=3) a AdVEGF-165 (n=6) en 

cinca inyeccianes igualmente divididas. Se cuantificO la 

funciOn LV 4 semanas mÆs tarde par ecacardiagrama. 

Las Figs. 11 (a y b) muestran la funciOn LV presentada 

coma A) fracciOn de acortamiento (%) a B) respecto del control 

de solucion fisiolOgica. Las datos representan media – d.s., 

*P<0,01. 
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El rnodelo de ligadura LAD usado para estos estudios dio 

por resultado una significativa disminución de la fracción de 

acortamiento. Hubo un aumento significativo de la funcion LV 

en los corazones sometidos a trasplante con cØlulas que 

expresan VEGF-165, coinparado a los corazones que recibieron 

inyección directa de adenovirus codificador de VEGF-165 (Fig. 

ha) . AdemÆs, el mejorainiento de la funciÆn LV observada en el 

trasplante de SKMB que expresan VEGF-165 era 

significativainente mayor que el observado con sÆlo trasplante 

de SKMB (Figura llb) . A pesar de un aumento significativo de 

densidad vascular con la inyección directa de adenovirus 

codificador de VEGF-165, no se observo mejoramiento en la 

función LV, coruparado con la inyección sola de solución 

fisiológica con esta estrategia de tratarniento (Fig. 11 b) 

Los datos provenientes de este segundo grupo de 

experimentos demuestra que la provision de VEGF-165 adenoviral 

y basada en cØlulas induce la neovascularizaciOn (50 – 7% y 

145 – 29% de aumento en densidad vascular, comparado con SKMB 

solo, respectivamente), en la zona infartada. La provisiOn 

basada en cØlulas, pero no la provisiOn adenoviral de VEGF-

165, dio por resultado un aumento significativo de la funciOn 

cardiaca (69,1 – 8,2% y 1,5 – 5,8% de aumento en la fracciOn 

de acortamiento, coinparada con control de soluciOn 

fisiolOgica) , incluso cuando se corupara con la provisiOn sola 

de SKMB (aumento de 19,1 – 10,7%). Los datos de este segundo 
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grupo de experimentos ademÆs demuestran que la provision 

basada en cØlulas de VEGF conduce a un Inejor efecto del 

tratamiento con inyecciOn adenoviral directa, y sugiere que se 

podrIan usar vectores adenovirales ya desarrollados coma 

terapØutica coadyuvante, cuando se considera el trasplante de 

Ambos enfoques dieron por resultado la expresiOn 

transitoria local de VEGF, y todos los animales del estudio se 

trataron por ültinio con 1x107 pfu de adenovirus codificador de 

VEGF. 

Se observO significativa neovascularizaciOn en la zona 

infartada con ambas estrategias de provisiOn de VEGF, y un 

pequeæo aumento en la funciOn ventricular izquierda en los 

animales tratados sOlo con SKMB. El trasplante de SKMB que 

expresan VEGF-165 dio por resultado una densidad vascular 

significativamente mayor y -70% de aumento de la función LV, 

cuantificada por la fracciOn de acortamiento. For otra parte, 

a pesar del incremento de la densidad vascular en la zona de 

infarto por la inyecciOn de adenovirus codificador de VEGF-

165, esta terapØutica no dio por resultado un mejoramiento de 

la función LV. 

Los posibles inecanismos para el mejoramiento sinØrgico de 

la funciOn LV observada mediante la concurrencia de SKMB y 

VEGF se pude relacionar a la capacidad de VEGF de inducir la 

liberaciOn de cØlulas madre hemopoyØticas (HSC) desde la 
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medula Æsea. Sc ha demostrado que la administración de factor 

de crecimiento endotelial vascular (VEGF) moviliza cØlulas 

madre hemopoyØticas CD34+ en ratones, lo cual resulta en 

aumento de la neovascularización. Es posible que ambas 

estrategias de provision causen liberaciOn similar de HSC, 

pero que en ausencia de la respuesta inflamatoria generalmente 

asociada con la inyecciOn adenoviral (y no asociada con ci 

trasplante de SKMB que expresa VEGF-165) , las HSC que ingresan 

40  al miocardio tengan mayor probabilidad de diferenciarse a 

miocitos cardiacos. 

MØtodo s 

Liaadura LAD 

Todos los protocolos animales fueron aprobados por ci 

Animal Research Committee, y todos los animales se ubicaron en 

las instalaciones para animales AAALAC de la Cleveland Clinic 

Foundation. Los animales se anestesiaron con pentobarbital 

sOdico, 50 mg/kg, se intubaron y se ventilaron con aire 

ambiental a 80 respiraciones por minuto mediante un ventilador 

de roedor con ciclo de presión (Kent Scientific Corp, 

RSP1002) Se indujo IM de pared anterior en ratas machos de 

Lewis de 150-175 g por ligadura de la arteria descendiente 

anterior izquierda (LAD), con la ayuda de un microscopic 

quirürgico (Leica M500) 

Ecocardioqrafia 2D 
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Se realizó ecacardiografia 5-7 djas y 8 semanas despuØs 

de la ligadura LAD ligacion y 4 sernanas despuŒs de trasplante 

de SKMB con un transductar de disposiciOn lineal de 15 -MHz con 

interfaz Sequoia 0256 (Acuson) . Las ratas se sedaron 

ligeramente con cetamina (50mg/kg) para cada ecocardiograma. 

Para la cuantificación de las dimensiones de LV y el espesor 

de la pared, Para la cuantificaciOn de las dimensiones de LV y 

el espesor de la pared se registraron digitalmente clips 2D e 

imagenes de modo m en una vista del eje menor desde la mitad 

del LV justo par debajo de las müsculos papilares, para 

permitir mediciones consistentes desde la misma ubicacion 

anatómica en diferentes ratas. Las medicianes fueran 

realizadas par dos abservadores in dependientes ciegas fuera 

de la linea, mediante Prasolve. Cada medición de cada animal 

se realizO seis veces, desde tres clips de mada m elegidas al 

azar de las cinca registradas par un abservadar ciega para el 

braza de tratamiento. Se calculo la fracciOn de acartamienta 

coma medida de la función LV, a partir de las registras de 

moda M. FracciOn de acartamienta (%) = (LVEDD-

LVESD)/LVEDD*100, en dande LVEDD - dimension diastolica 

ventricular izquierda final y LVESD - dimension sistOlica 

ventricular izquierda final. Las dimensiones se midieran entre 

la pared anterior y la pared posterior desde la vista del eje 

menar, justa par debaja del nivel del müscula papilar. Ademas, 



se inidió el espesor de la pared anterior al fin de la 

diÆstole. 

Preparación de las cØlulas y provision de cOlulas y virus 

Se cosecharon mioblastos esquelØticos de las patas 

traseras de diversas ratas Lewis (Harlan Labs) , se sembraron 

en frascos de cultivo de 175 ml (Falcon), y se cultivaron en 

DMEM con 10% de suero bovino fetal, 300mg/l de ECGS, y los 

� antibiOticos penicilina, estreptomicina y ofloxacina. Las 

cØlulas fueron sometidas a resiembra una vez logrado el 75% de 

confluencia, para evitar la diferenciación. 

El dia previo al trasplante se transfectaron los 

mioblastos purificados con 107 pfu/rnl de adenovirus deficientes 

en replicaciOn con El, E3 eliminados que expresaban VEGF-165 o 

luciferasa (control) bajo el control de un promotor CMV. El 

dia del trasplante se cosecharon los mioblastos con tripsina, 

se lavaron extensamente en PBS para eliminar cualquier 

partIcula viral libre y se reconstituyeron inmediatamente 

antes del trasplante. Luego los animales se anestesiaron, se 

ventilaron y se sometieron a toracotomla lateral para la 

visualizaciOn directa de la zona infartada. Aproximadamente 1 

x 106 cØlulas se inyectaron por animal en cinco localizaciones. 

De modo similar, se logrO la inyecciOn viral directa en el 

periinfarto mediante cinco inyecciones de 0,2x107 pfu cada una. 

El volumen de cada inyecciÆn era de 100 pL. En todos los 

experimentos, dos inyecciones se aplicaron a lo largo del 



borde izquierdo y dos a lo largo del borde derecho de la 

perizona infartada; la quinta inyeccion se aplico en la 

perizona infartada en el Æpice LV. 

Construcción adenoviral 

La construccjÆn adenoviral codificadora de VEGF-165 fue un 

generoso obsequio de Gen Vec, Inc (Gaithersburg, MD) 

Brevemente, se obtuvieron 293 cØlulas de American Type Culture 

Collection (ATCC CRL. 1573) y se mantuvieron el medic de Eagle 

modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado con 10% de suero de 

ternero. Se generó el vector de adenovirus El, E3 AdVEGF-165 

al linealizar el plÆsmido vector de lanzadera en un singular 

sitio de restricción adyacente a la repetición terminal 

izquierda del extremo invertido (JTR) y cotransfectado en 293 

cØlulas con ADN H5d1324 digerido con Clal. DespuŒs de dos 

purificaciones en secuencia en placa se propagaron vectores 

madre en 293 cØlulas y se purificaron por tres corridas en 

is 

secuencia con gradientes de cloruro de cesio. El virus 

purificado se dializo contra un buffer que contenia 10 mM de 

Tris, pH 7,8, 150 mM de NaCl, 10 mM de MgC12 y 3% de sacarosa y 

se guardó a -80°C hasta su uso. La expresión transgØnica estÆ 

bajo el control del promotor temprano inmediato de 

citomegalovirus. 

Analisis histolÆgico 

Se sacrificaron las ratas, se extrajeron sus corazones 

para el anÆlisis 4 sernanas despuØs del transplante de cØlulas, 



tras la perfusion de fijación con HistoChoice (Pmresco Inc., 

Solon, OH) , y se seccionaron en tres divisiones iguales 

perpendiculares al eje mayor de LV. La sección ventricular 

media se incluyó en parafina y se obtuvieron varias secciones 

de 6 um de espesor justo debajo del müsculo papilar para el 

anÆlisis. Las secciones se tiæeron con hematoxilina y eosina 

para el anÆlisis histolOgico. Para contribuir a la 

identificaciOn de los vasos sanguineos se tiæeron las 

secciones con un anticuerpo contra Factor VIII (Santa Cruz 

Biotechnology) y un anticuerpo secundario de cabra antirratón 

HRP marcado. Estas secciones se tiæeron con contraste de 

hematoxilina. Los vasos sanguineos de la zona del infarto de 

cada animal fueron contados por un observador entrenado ciego 

respecto de la identidad de cada animal. 

AnÆlisis estadistico 

Los datos se presentan como media – d.s. Las comparaciones 

entre grupos se hicieron mediante la prueba t de Student. 
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1. Un mØtoda de estlinular la diferenciacion de cØlulas madre 

en el tejido danado par la isquemia, el tejida danada par la 

isquemia incluye una primera cancentración de cØlulas madre y 

una primera cancentración de VEGF, dicha mØtada camprende las 

pasas de: 

aumentar la cancentración de VEGF en dicha tejida danada par 

la isquemia desde la primera cancentracion a una segunda 

cancentración; y 

aumentar la cancentraciÆn de las cØlulas madre en el tejida 

daæada par la isquemia desde la primera cancentraciÆn a una 

segunda cancentración, la cancentración de cØlulas madre se 

aumenta inientras la cancentración de VEGF en el tejida danada 

par la isquemia aumenta. 

2. El mØtada de acuerda can la reivindicación 1, en dande el 

pasa de aumentar la cancentración de cØlulas madre camprende 

administrar un agente que hace que las cØlulas madre se 

mavilicen desde la mØdula Æsea a la sangre perifØrica del 

tejida danada par la isquemia. 

3. El mØtoda de acuerda can la reivindicacion 2, en dande el 

agente que hace que las cØlulas madre se mavilicen desde la 

mØdula ósea a la sangre perifØrica se selecciana del grupa 



formado por citoquinas, quiinioquinas, y los agentes 

quimioterapØuticos. 

4. El mØtodo de acuerdo con la reivindicación 2, en donde el 

agente comprende G-CSF. 

5. El mØtodo de acuerdo con la reivindicación 1, en donde el 

paso de auruentar el nümero de cØlulas inadre comprende ioyectar 

cØlulas madre en la sangre perifØrica. 

6. El mØtodo de acuerdo con la reivindicación 1, en donde el 

paso de aumentar la concentración de VEGF comprende afectar 

las cØlulas para expresar VEGF en el tejido danado por la 

isquemia. 

7. El mØtodo de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde las 

cØlulas son afectadas para expresar VEGF usando terapia de 

genes. 

8. El mØtodo de acuerdo con al reivindicacian 6, en donde las 

cØlulas afectadas para expresar VEGF comprenden cØlulas que 

han sido cultivadas ex vivo e introducidas en el tejido danado 

por la isquemia. 



9. El mØtodo de acuerdo con la reivindicación 8, en donde las 

cØlulas afectadas para expresar VEGF comprenden cØlulas 

autólogas que han sido cosechadas del sujeto al que se debe 

tratar antes del cultivo. 

10. El mØtodo de acuerdo con la reivindicaciÆn 6, en donde las 

cØlulas afectadas para expresar VEGF comprenden cØlulas del 

tejido daflado por la isquemia. 

11. El mØtodo de acuerdo con la reivindicación 6, en donde el 

tejido danado por la isquemia comprende una primera 

concentración de SDF-1, y adentÆs comprende el paso de aumentar 

la concentración de SDF-1 en el tejido daflado par la isquemia 

desde la primera concentración a una segunda concentración 

mientras aumenta la concentración de VEGF en el tejido danado 

par la isquemia. 

12. El rnØtodo de acuerdo can la reivindicación 11, en donde la 

concentración de SDF-1 en el tejido daflado par la isquemia 

aurnenta afectando cØlulas en el tejido daflado par la isquemia 

para expresar SDF-1. 

13. El mØtado de acuerdo con la reivindicación 11, en donde 

las cØlulas son afectadas para expresar SDF-1 introduciendo un 
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vector de expresión en las cØlulas, el vector de expresión 

incluye un Æcido nucleico que codifica SDF-1. 

14. El mØtodo de acuerdo con la reivindicación 13, en donde 

las celulas afectadas para expresar SDF-1 conprenden cØlulas 

que se han cultivado ex vivo e introducido en el tejido danado 

por la isquemia. 

15. El metodo de acuerdo con la reivindicación 14, en donde 

las cØlulas afectadas para expresar SDF-1 conprenden cØlula 

autólogas que han sido cosechadas del sujeto que se debe 

tratar antes del cultivo. 

16. El mØtodo de acuerdo con la reivindicación 6, en donde las 

cØlulas afectadas para expresar SDF-1 comprenden cØlulas 

nativas del tejido danado por la isquemia. 

17. Un mØtodo de estimular la diferenciación de cØlulas madre 

en el miocardio infartado, el metodo comprende los pasos de: 

introducir cØlulas en el miocardio infartado, las cØlulas son 

afectadas para expresar VEGF en el miocardio infartado, y 

administrar un agente que moviliza las cØlulas madre desde la 

mØdula ôsea a la sangre perifØrica del miocardio infartado, 

rob 

las cØlulas madre son movilizadas desde la raØdula ósea a la 
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sangre perifØrica mientras VEGF se expresa en el rniocardio 

infartado. 

18. El mØtodo de acuerdo con la reivindicaciÆn 17, en donde el 

agente que hace que las cØlulas madre se movilicen desde la 

mØdula Æsea a la sangre perifØrica se selecciona del grupo 

tornado por citoquinas, quimioquinas y los agentes 

quimioterapØuticos. 

19. El inØtodo de acuerdo con la reivindicacion 18, en donde el 

agente comprende G-CSF. 

20. El mØtodo de acuerdo con la reivindicación 17, en donde 

las cØlulas se afectan para expresar VEGF usando la terapia de 

genes. 

21. El mØtodo de acuerdo con la reivindicación 20, en donde 

las cØlulas son afectadas para expresar VEGF, son 

transfectadas por un vector de expresión, dicho vector de 

expresiôn incluye un nucleótido que codifica VEGF. 

22. El mØtodo de acuerdo con la reivindicación 17, que adenÆs 

comprende el paso de cultivar cØlulas ex vivo antes de afectar 

las cØlulas para expresar VEGF. 
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23. El mØtodo de acuerdo con la reivindicación 22, en donde 

las cØlulas afectadas para expresar VEGF comprenden cØlulas 

autólogas que han sido cosechadas del sujeto que se debe 

tratar antes del cultivo. 

24. El mØtodo de acuerdo con la reivindicacion 17, en donde el 

miocardio infartado incluye una primera concentración de VEGF, 

las cØlulas afectadas para expresar VEGF aumentan la 

Ip  concentración de VEGF en el tejido daflado por la isquemia 

desde la primera concentración a una segunda concentración. 

25. El mØtodo de acuerdo con la reivindicacion 17, en donde 

las cØlulas afectadas para expresar VEGF en el miocardio 

infartado son afectadas ademÆs para expresar SDF-1 en el 

tejido daflado por la isquemia. 

26. El mØtodo de acuerdo con la reivindicacióri 17, en donde 

las cØlulas son afectadas para expresar SDF-1 introduciendo un 

vector de expresión en las cØlulas ex vivo, el vector de 

expresión incluye un Æcido nucleico que codifica SDF-1. 

27. tin mØtodo de estimular la diferencjacjon de cØlulas madre 

en el miocardio infartado, el mØtodo comprende los pasos de: 
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it 
introducir mioblastos esquelØticos en el miocardio infartado, 

los mioblastos esquelØticos son transfectados con un vector de 

expresión para expresar VEGF en el miocardio infartado; y 

administrar un factor estimulador de colonias que moviliza las 

cØlulas madre desde la mØdula ósea a la sangre perifØrica del 

miocardio infartado, las cØlulas madre son movilizadas desde 

la mØdula ósea a la sangre periferica mientras aumenta VEGF en 

el miocardio infartado. 

28. El mØtodo de acuerdo con la reivindicación 27, en donde 

las cØlulas madre movilizadas desde la mØdula ósea sse 

diferencian en cardiomiocitos. 

29. El mØtodo de acuerdo con la reivindicaciÆn 27, en donde la 

diferenciación de cØlulas madre promueve la regeneracion del 

tejido en el miocardio infartado. 
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INFORNE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL 

Solicitud Internacional No. PCT/US03/34411 

A. Clasificación de la Materia: 

IPC(7) : A01N 63/00, 65/00; C12N 5/00, 5/02, 5/06, 5/10, 5/08 

US CL: 424/93.2, 93.21, 435/325, 363, 366, 374, 377, 404, 405, 

395, 401 

De acuerdo con la Clasificación Internacional de Patentes 

(IPC) a con la clasificación nacional e IPO. 

B. Campos de Büsqueda: 

Oocumentacion minima buscada (sistema de clasificaciÆn seguido 

por sImbolos de clasificación) 

US: 424/93.2, 93.21, 435/325, 363, 366, 374, 377, 404, 405, 

395, 401 

OocumentaciÆn buscada ademÆs de la documentación minima en la 

medida en que tales documentos estÆn incluidos en los campos 

de busqueda: 

Base de datos electrónica consultada durante la büsqueda 

internacional (nombre de la base de datos y, si es posible, 

tØrminos de büsqueda usados) 

WEST, CAPLUS, NEOLINE, EMBASE, BIOSIS, LIFESCI 
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C. Documentos Considerados Relevantes 

Categoria* Cita de documento, indicando, Relevante para la 

si corresponde, los pasajes reivindicación No 

r 

Y 

Y 

relevantes 

FORRESTER J.S et al, Reparación 

del miocardio infartado con 

cØlulas madre. Circulación. 2 

de septiembre de 2003, Vol. 

108, N°9, pÆginas 1139-1145, 

vØase el docurnento completo 

SUZUKI, K. et al, Transplante 

de cØlulas para el tratamiento 

de infarto de xniocardio agudo 

usando mioblastos esquelØticos 

que expresan el factor de 

crecimiento de endotelio 

’vascular. Circulacjón 2001. 

Vol. 104, Suplemento I, pÆginas 

1-207-1-212, vØase el docuinento 

completo 

SU, H. et al, La Transferencia 

de Genes de Factor de 

Crecimiento de Endotelio 

I 1-29 

1-29 

1-29 

Vascular Mediado por el Vector 
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Viral Adeno-asociado induce la 

fornacion neovascular en ci 

corazon isquØmico. PNAS. 5 de 

diciembre de 2000, Vol. 97, 

N°25, pÆginas 13801-13806, 

vØase ci documento completo 

Mm, J-Y et al, Transplante de 

CØlulas Madre Embrionarias 

rnejora la funciôn cardiaca en 

Ratas despuØs de un infarto. 

J.Appi. Physiol., enero de 

2002, Vol. 92, pØginas 288-296, 

vØase ci documento compieto 

1-29 

[] Se mencionan otros docurnentos en la continuación del 

Casiiiero C. 

H VØase ci anexo de fami]J.a de patentes 

* Categorlas especiaies de documentos citados: 

"A": documento que define el estado general del arte que no se 

considera de particular reievancia 

"E": documento anterior pero publicado en la fecha de 

presentación internacional o con posterioridad a ella. 

"L": documento que puede arrojar dudas sobre la reivindicaciÆn 

de prioridad o que se cita para establecer la fecha de 

pubiicación de otra cita o por otra razón especial 

(especificada) 
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1101: documento que refiere a una revelaciÆn oral, uso, 

exhibición u otro medio. 

"F": documento publicado antes de la fecha de presentacion 

internacional pero con posterioridad a la fecha de prioridad 

reivindicada. 

"T": documento posterior publicado con posterioridad a la 

fecha de presentaciôn internacional o a la fecha de prioridad 

y que no estÆ en conflicto con la solicitud pero citado para 

comprender un principio o teoria que sustenta la invenciÆn. 

"X": documento de particular relevancia: la invención 

reivindicada no puede considerarse nueva o no puede 

considerarse que implica un paso inventivo cuando el documento 

se toma solo. 

"Y": documento de particular relevancia: la invención 

reivindicada no puede considerarse que implica un paso 

inventivo Æuando el documento se conbina con otro u otros 

documentos, siendo dicha combinaciÆn obvia para un experto en 

el arte. 

"&": documento miembro de la misma familia de patentes. 

Fecha de la finalizacian efectiva de la biasqueda 

internacional: 5 de marzo de 2004 (5-03-2004) 

Fecha de envIo del informe de büsqueda internacional: 29 de 

abril de 2004 

Nornbre y domicilio para correspondencia de la ISA/US: 
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Casillero de PCT, Atención: ISA/US. Comisario de Patentes, 

Casilla de Correo 1450, Alexandria, Virginia 22313-1450 

Fax N° (703)305-3230 

Funcionario autorizado: Thai -An N Ton 

TelØfono N° (703) 308-0196 

Formulario PCT/ISA/210 (pÆgina dos) (julio de 1998) 



Date 

TRANSMITTAL LETTER TO THE 
UNITED STATES RECEIVING OFFICE 

I hei 
Post 

under 37 CFR 1.10 

IAddre…sae service wider 
Box 1410, Alexandria, VA 

of 

New International Application 

No. 

Attorney Docket No. Ir’rv lY27A1Wfl7 

October 29, 2003 

Date of Deposit 

e attached hereto is being deposited with the United States Postal Service "Express Mail 
1.10 on the date indicated above and is addressed to Mail Stop PCT, Commissioner for 

Typed or printed name of person mailing correspondence 

TITLE CELL-BASED VEGF DELWERY 

SCREENING DISCLOSURE INFORMATION: In order to assist in screening 
purposes of determining whether a license for foreign transmittal should and 
following information is supplied. (Note: check as many boxes as apply): 

A. fl The invention disclosed was not made in the United States. 

B. fl There is no prior U.S. application relating to this invention. 

Earliest priority date 
(DaylMonthfYear) 

6 November 2002 
the accompanying international application for 
could be granted and for other purposes, the 

C. The following prior U.S. application(s) contain subject mater which is related to the invention disclosed in the attached 
international application. (NOTE: priority to these applications may or may not be claimed on form PCTIR 01101 
(Request) and this listing does not constitute a claim for priority.) 

application no. 60/424,065 1 filed on 16 November 2002 
application no. 10/426,769 1 filed on 130 April 2003 
D. LJ The present international application contains additional subject matter not found in the prior U.S. application(s) identified 

in paragraph C. above. The additional subject matter is found on pages _________________________ 

and LI DOES NOT ALTER LI MIGHT BE CONSIDERED TO ALTER the general nature of the invention in a manner 
which would require the U.S. application to have been made available for inspection by the appropriate defense agencies 
under 35 U.S.C. 181 and 37 CFR 5.1. See 37 CFR 5.15. 

IlL [J AF 

kEII 
aD 
C.  

Iv. 

V. 

ponse to an Invitation from the RO!US. The following 

A Request for An Extension of Time to File a Response 

A Power of Attorney (General or Regular) 
Replacement pages: 

Priority document Priority document 

E. fl Fees as specified on attached Fee Calculation sheet form PCT/ROI101 annex 

The person 
signing this 
form is the: 

A Request for Rectification under PCT 91 

Other (please specify): 

LI Applicant 

Im Attorney/Agent (Reg.No.)4087 

LICommon Representative 

k’ 04-2003) 

A Petition L.J A Sequence Listing Diskette 
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 ICLAIVIII5 ’JItflA U3 hOly 

International Application No. 

REQUEST 
International Filing Date 

The undersigned requests that the present 
international application be processed 

according to the Patent Cooperation Treaty. Name of receiving Office and "PCT International Application" 

Applicant’s or agent’s file reference 
(L desired) (12 

characters maximum) CCF-6374PC1 
Box No. I TITLE OF INVENTION 
CELL-BASED VEGF DELIVERY 

Box No. II APPLICANT This person is also inventor 

Name and address: (Familynwnefollowedbygtvenname; foralegal enthy,fidl official designation. 
The address must include postal code and name ofcountry. The country 

ofthe address indicated in this 
Box is the applicant State (that is, cowstty) ofresidence jfna State ofresidence is 

indicated 

below)  

Telephone No. 
216-621-2234 

Facsimile No. 
THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 216-621-4072 
9500 Euclid Avenue 
Cleveland, Ohio 44195 

Teleprinter No. 

United States of America 
Applicant’s registration No. wsththe Office 

State (that is, country) of nationality: State (that is, country) of residence: 
US Us 

This person is applicant all designated all designated States except the United States the States indicated in 
for the purposes of: R1. States the United States of America of America only the Supplemental Box 

Box No. llJ FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S) 

Name and address: (Faintly namefollowed by given name; foralegal enttty,full official designation. 
The address must include postal code and name ofcounny The country ofthe address indicated in this This person is. P 
Box isthe applicant’s State (that is, country) Dfresidenre ifno State ofresidence isindicated below) 

applicant only 
PENN, Marc S. 
26091 Shaker Boulevard applicant and inventor 

Shaker Heights, Ohio 44122 
United States America 

IIKI t only EtJ 
of 

Applicant’s registration No. with the Office 

State (that is, country) of nationality: State (that is, country) of residence: 

This person is applicantall designated all designated States except the United States the States indicated in 
for the purposes of: States the United States of America of America only the Supplemental Box 

[) Further applicants and/or (further) inventors are indicated on a continuation sheet. 

Box No. IV AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE 

The person identified below is hereby/hasbeen appointed to act on behalf agent common 
of the applicant(s) before the competent International Authorities as: g representative 

Name and address: (Family name followed by given name;fora legal entity.fullofficialdes,gnation. Telephone No. 
The address must include postal code and name of country.) 216-621-2234 

WESORICK, Richard S. Facsimile No. 
Tarolli, Sundheim, Covell 

& Tummino, LLP 216-621-4072 
526 Superior Avenue 
Suite 1111 

Teleprinter No. 

Cleveland, Ohio 44114 
United States of America 

Agent’s registration No. with the Office 

40,871 
QAddress for correspondence: Mark this check-box where no agent or common representative is/has been appointed and the 

space above is used instead to indicate a special address to which correspondence should be sent. 

Form PCT/RO/l 01 (first sheet) (March 2001; reprint July 2003) See Notes to the request form 
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Continuation of Box No. III FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S) 

If none of the following sub-boxes is used, this sheet should not be included in the request. 

Name and address: (Familynnefotlowedbygivenname;foralegalennty,fullofficiaidesignation. This person is: 
The address must include postal code and name ofcountry. The county ofthe address indicated in this 
Box is/he applicant’s State (thorn, country) 

ofrSdencetfno 

Slate ofresidence 
isindicatedbelow) [11 applicant only 

ASKARI, Arman T. 
- El applicant and inventor 
2421 Traymore Road 

University Heights, Ohio 44118 
inventor only (Ifthis check-box 
is marked, do notfill in below) 

United States of America 
Applicant’s registration No. with the Office 

State (that is, country) of nationality: S tate (that is, country) of residence: 

This person is applicant all designated all designated States except the United States the States indicated in 
for States United States America of America only the Supplemental Box the purposes of: the of 

Name and address: (Familynamefollowedbygivenname;foralegalentiyjidlofficialdesignation. This person is: 
The adthns must indude postal code and name of county. The county of the address indicated in this 
Box is the applicant’s Stale (that Li; country) ofresidence//noState ofresidence lsindicatedbelow) El! applicant only 

KIEDROWSKI, Matthew El applicant and inventor 
5924 Mayflower Driveinventor only (If this check-box 

is marked; do in below) Lorain, Ohio 44053 no/fill 

United States of America Applicant’s registration No. with the Office 

State (that is, country) of nationality: State (that is, country) of residence: 

This person is applicant El all designated 0 all designated States except the United States the States indicated in 
for States United States America Amenca only Supplemental the purposes of: the of of the Box 

Name and address: (Familynamefollowedbygven ne;foralegalentity.Jltlloffictaldesignanan. This person is: 
The address must md ude postal code and name of country. The counnyofthe address 

indicated 

in this 
Box isthe applicant’s State (that is, country) ofresidence 

Vno&ateofresidenceisindlcazedbetow) El applicant only 

0 applicant and inventor 

Elinventor only (Ifthis check-box 
is marke4 do not fill in below.) 

App) icant’s registration No. with the Off ce 

State (that is, country) of nationality: State (that is, country) of residence: 

This person is applicant all designated all designated States except the United States the States indicated in 
for the States United States America El America Box purposes of the of of only the Supplemental 

Name and address: 
(Famitynamefollowedbygivenname;foralegaientity,futloffictaldestgnadon. This person is: 

The address must md ude postal code and name ofcountry. The country ofthe address indicated in this 
Box is the applicants State (thatti; counirv) ofresidence ffnoStateofresidence ts indicated bet ow) J applicant only 

[] applicant and inventor 

Elinventor only (If this check-box 
is marked; do not fill in below) 

Applicant’s registration No. with the Office 

State (that is, country) of nationality: State (that is, country) of residence: 

This person is applicant all designated all designated States except the United States the States indicated in 
for the purposes of: Stat, 11 the United States of America of America only El the Supplemental Box 

rElFurther applicants and/or (further) inventors are indicated on another continuation sheet. 

Form PCT/RO/101 (continuation sheet) (March 2001; reprint July 2003) See Notes to the requestform 
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Box No. V DESIGNATION OF STATES Mark the applicable check-boxes below; at least one must be marked 

The following designations are hereby made under Rule 4.9(a): 

Regional Patent 

K AP ARIPO Patent: GH Ghana, GM Gambia, RE Kenya, LS Lesotho, MW Malawi, MZ Mozambique, SD Sudan, 
SL Sierra Leone, SZ Swaziland, TZ United Republic of Tanzania, tIC Uganda, ZM Zambia, ZW Zimbabwe, and any other 
State which is a Contracting State of the Ilarare Protocol and of the PCT (ifother kind ofprotection or treatment desired, 
spec6on dotted line) ................................................................................ 

K EA Eurasian Patent: AM Armenia, AZ Azerbaijan, BY Belarus, KG Kyrgyzstan, KZ Kazakhstan, MD Republic of Moldova, 
RU Russian Federation, TJ Tajikistan, TM Turkmenistan, and any other State which is a Contracting State of the Eurasian 
Patent Convention and of the PCT 

JO EP European Patent: AT Austria, BEBelgium, BGBulgaria, CH & LI Switzerland and Liechtenstein, CY Cyprus, CZ Czech 
Republic, DE Germany, DR Denmark, EE Estonia, ES Spain, FT Finland, FR France, GB United Kingdom, CR Greece, 
RU Hungary, TE Ireland, IT Italy, LULuxembourg, MC Monaco, NL Netherlands, PT Portugal, RO Romania, SE Sweden, 
SI Slovenia, 8K Slovakia, TM Turkey, and any other State which is   Contracting State of the European Patent Convention 
and of the PCT 

JZ OA OAPI Patent: BE Burkina Paso, BJ Benin, CF Central African Republic, CC Congo, CI Côte d’lvoire, CM Cameroon, 
GA Gabon, GN Guinea, GQ Equatorial Guinea, GW Guinea-Bissau, ML Mali, MR Mauritania, NE Niger, SN Senegal, 
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 
ofprotection or treatment desired, specify on dotted line) .................................................. 

National Patent Of other kind ofprotection or treatment desired, spec6 on dotted line): 

AE United Arab Emirates ...........K HR Croatia .....................K OM Oman 
ja AG Antigua and Barbuda K flu Hungary ...... .............. I PC Papua New Guinea 

ja AL Albania ...................... Id II) Indonesia K PH Philippines .................. 
ja AlSiArmenia ...................... ja IL Israel ....................... KPL Poland ...................... 
Id AT Austria ....................... Id IN India ....................... ja PT Portugal .................... 
JZ AU Australia ..................... ja IS Iceland Oa MO Romania 
JZ AZ Azerbaijan ...................1 SI’ Japan .......................K RU Russian Federation ........... 

BA Bosnia and Herzegovina ......... Id RE Kenya .............................................. 
K BE Barbados K KG Kyrgyzstan K SC Seychelles 

K HG Bulgaria .......................K? Democratic People’s Republic K SD Sudan 

K BR Brazil ... ..................... ofKorea .................. SE Sweden 
ja BY Belams ....................... PE KR Republic of Korea .............K SC Singapore 

gHZ 

Belize ........................ X KZ Kazakhstan .................. SK Slovakia 
.................... 

CA Canada 5d LC Saint Lucia 14 SL Sierra Leone 
................. K CH & 

LI Switzerland and Liechtenstein LK Sri Lanka ja SY Syrian Arab Republic 
K 

CN China ...................... id LR Liberia 
K TX 

Tajikistan ................... K CO 
Colombia .....................K LS Lesotho .....................K TM Turkmenistan 

................ � 

CR Costa Rica 
................... 5a LT Lithuania la TN Tunisia 

CU Cuba 
........................ id 

LU Luxembourg TM Turkey 
..................... T CZ 

Czech Republic ............... 10 LV Latvia K n Trinidad and Tobago ......... 
BE Germany ....................g MA Morocco 

............................................... 

UK Denmark 
.................... 

MD Republic of Moldova 
.........K TZ 

United Republic of Tanzania 
K 1W Dominica 

K 

UA Ukraine 
................... HZ 

Algeria 
......................K MC Madagascar 

..................K UC Uganda 
.................... 

EC Ecuador 
.....................g 

MK The former Yugoslav Republic of 0 US United States of America ...... 
RE Estonia ......................Macedonia 

.............................................. 

ES Spain 
.......................) 

MN Mongolia UZ Uzbekistan 
................. El 

Finland .................... ..K MWMalawi 
.................. JO VC 

Saint Vincent and the Grenadines 
GB United Kingdom 

K MX 

Mexico ..................... JZ WI Wet Nam 
.................. 

GD Grenada JO Mt Mozambique .................. ja VU Serbia and Montenegro ......... 
ja GE Georgia ..................... NI Nicaragua Od ZA South Africa 

................ 

JZ Gil Ghana ..................... 10 NO Norway JZ ZM Zambia 
I 

GM Gambia PZ NZ New Zealand ................ JO ZW Zimbabwe 
................ 

Check-boxes below reserved for designating States which have become party to the PCT after issuance of this sheet 
0 ...................................0 ...................................0 ................... 

Precautionary Designation Statement: In addition to the designations made above, the applicant also makes under Rule 4.9(b) all 
other designations which would be permitted under the PCT except any designation(s) indicated in the Supplemental Box as being 
excluded from the scope of this statement. The applicant declares that those additional designations are subject to confirmation and that 
any designation which is not confirmed before the expiration of IS months from the priority date is to be regarded as withdrawn by the 
applicant at the expiration of that time limit. (Co,jfzrmation (indudingfees) must reach thereceivingOffice within the 15-month time limit) 

Form PCT/R01101 (second sheet) (July 2003) See Notes to the request form 
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Box No. VI PRIORITY CLAIM 

The priority of the following earlier application(s) is hereby claimed: 

Filing date Number 
Where earlier application is: 

of earlier application 
(cty4nonth5.ear) 

of earlier application 
° natioionray or Am ’ regional application:* 

international application: 
of WTO regional Office receiving Office 

item (I) 
22Su9iist-2002._ 60/474�

item (2) 
6 November 2002 60/424,065 US 

item (3) 
30Apr11 2003 10/426,769 US 

item (4) 

item (5) 

0 Further priority claims are indicated in the Supplemental Box. 

The receiving Office is requested to prepare and transmit to the International Bureau a certified copy of the earlier application(s) (only 
if the earlier application wasfi led with the Office which for the purposes of this international application is the receiving Office) 

identified 

above as: 

other*

 

 see all items 0 item (I) item (2) D item (3) 0 item (4) 0 item (5)0 
Supplemental Box 

Where the earlier application is an A RIP 0 application, indicate at least one country party to the Paris Convention for the Protection of 
Industrial Property or one Member of the World Trade Organ ization for which that earlier application was filed (Rule 4. I0(b)09): 

Box No. VII INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY 

Choice of International Searching Authority (ISA) (if two or more International Searching Authorities are competent to carry out the 
international search, indicate the Authority chosen; the two-letter code maybe usea): 

ISA /.V§....  
Request tome results of earlier search; reference to that search (Ian earlier search has been carried out by or requestedfrom the 
International Searching Authority): 
Date (day/month/year) Number Country (or regional Office) 
30 April 2003 10/426,769 US 

Box No. VIII DECLARATIONS 

The following 
declarations 

are 
contained in Boxes Nos, WI! (i) to (v) (mark the applicable 

Number of 
check-boxes below and indicate in the right column the number ofeach type of declaration): 

declarations 

flBox No. VIII (i) Declaration as to the identity of the inventor 

El Box No. VIII (ii) Declaration as to the applicant’s entitlement, as at the international filing 
date, to apply for and be granted a patent 

Fj Box No. VIII (iii) Declaration as to the applicant’s entitlement, as at the 
international filing 

date, to claim the priority of the earlier application 

Box No. VIII (iv) Declaration of inventorship (only for the purposes of the designation of the 
United States of America) 

Box No. VIII (v) 
Declaration as to non-prejudicial disclosures or exceptions to lack of novelty 

Form PCTIRO/IOl (third sheet) (July 2002; reprint July 2003) See Notes to the requessform 
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Box No. IX CHECK LIST; LANGUAGE OF FILING 

This international application contains: This international application is accompanied by the following Number 
(a) in paper form, the following number of item(s) (mark the applicable check-boxes below and indicate in of items 

sheets: right column the number ofeach item): 

request (includin 1.0 fee calculation sheet 
declaration sheet) :5 2, 0 original separate power of attorney 
description (excludin 
sequence listings andor 3. 0 original general power of attorney 

tables related thereto) 46 4. 0 copy of general power of attorney; reference number, 

claims : 4 if any: ........................................... 
abstract : 1 , 0 statement explaining lack of signature 

drawings : 10 6. 0 priori tY document(s) identified in Box No. VI as 
item(s’ ........................................... 

Sub-total number of sheets 
: 66 7.0 translation of international application into 

sequence listings : (7g). ......................................... 
tables related thereto : 8. [J separate indications concerning deposited microorganism 
(for both, actual number of or other biological material 

sheets jffiled in paper form, 
whether or not also fifed in 9. 

o 

sequence listings in computer readable form 
computer readable form; (indicate type and number of carriers) 
see (c) below) (i) 0 copy submitted for the purposes of international search under 

Total 66 
Rule 13teronly (and not as part of the international application): 

number of sheets 
: (ii) 0 (only where check-box (h)(:) or (c) (i) is marked in left column) 

(b) 0 only in computer readable form 
(Section 801(a)(i)) 

additional copies including, where applicable, the copy for the 
purposes of international search under Rule 13ter 

(i) 0 sequence listings (iii) Q together with relevant statement as to the identity of the copy or 

(ii) 0 tables related hereto 
copies with the sequence listings mentioned in left column 

(c) 0 also in computer readable form 10. 0 tables in computer readable form related to sequence listings 
(Section 80 l(aii)) (indicate type and number of carriers) 

(i) 0 sequence listings (i) 0 copycti 
submitted for the purposes of international search under 

(ii) 0 tables related thereto 
Seon 802(b-quater) only (and not as part of the international 
application) 

Type and number of carriers (diskette, (ii) 0 (only where check-box (b)(’ii) or (c) (d) is marked in left column) 
CP-ROM, CD-R or other) on which are additional copies including, where applicable, the copy for the 
contained the purposes of international search under Section 802(b-quater) 
0 sequence listings’ .................(Hi) 0 together with relevant statement as to the identity of the copy or 
0 tables related thereto’ .............copies with the tables mentioned in left column 

(additional copies to be indicated under II. 
0 

other (spec/fr)’ .......................................... 
items 

9(11) and/or Wj’ifl), in 

right column) 

Figure 
of the drawings which Language of filing of the 

English should accompany the abstract: international application: 

Box No. 
X 

SIGNATURE 
OF 

APPLICANT, AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE 
Nat to each signature. 

indicate the name ofthe pegon signing and the aq,acity in which the person signs 
((SUC#I 

capacity Li not obvious from reading the request). 

RIChS.W esorick, Agent ent  Reg. No. 40,871 ru, 

rcccfl’ing uiiicc use oniy 
I. 

Date of actual receipt of the purported 
2. Drawings: 

international application: 

[J 

received: 
3. Corrected date of actual receipt due to later but 

timely received papers or drawings completing 
the purported international application: 

4. Date of timely receipt of the required 
[J 

not 
received: - 

corrections under PCT Article 11(2): 

5. International Searching Authority 6. Transmittal of search 
copy delayed 

El 

(if two or more are competent): 
ISA 

until search fee is paid 

For International Bureau use only 

Date of receipt of the record copy 
by the International Bureau: 

Form PCT/RO/101 (last sheet) (January 2003; reprint July 2003) See Notes to the requestform 
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This sheet is not part of and does not count as a sheet of the international application. 

PCTlr? For receiving Office use only 

FEE CALCULATION SHEET 

Annex to the Request 

Applicant’s or agent’s 
file reference CCF-6374PCT 

Applicant 

THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

International Application No. 

Date stamp of the receiving Office 

CALCULATION OF PRESCRIBED FEES 

1. TRANSMITTAL FEE .....................I 240.00 El 

2. SEARCH FEE . .
 

.
 

.
 

. . .
 

.
 
. . . . . . .. . I 700.00 [1] 

Internationalsearchtobecarriedouby US
 

(If two or more international Searching Authorities are competent to cany out the international 
search, indicate the name of the Authority which is chosen to cony out the international march.) 

3. INTERNATIONAL FEE 
Basic Fee 

Where items (b) and/or (c) of Box No. IX apply, enter Sub-total number of sheets 66 
Where items (b) and (c) of Box No. IX do not apply, enter Total number of sheets I 

Fb j first 3Osheets . . . . . . . . . . . . . . . . . I 476.0011i] 

36 12.00 =1 432.00I4 
number of sheets fee per sheet 
in excess of 30 

EIadditional component (only if sequence listings and/or tables related 
thereto are filed in computer readable form under Section 801 (a)(i), 
or both in that form and on paper, under Section 801(a)(ii)): 

400x  

fee per sheet 

Add mounts entered atbi, b2 and b3 and enter total at   . . .1 908.00 11 
Designation Fees 
The international application contains 94 designations. 

5 x 104.00 520.00 IE1 
number of designation fees amount of designation fee 

payable (maximum 5) 

Add amounts entered at B and Dand enter total at   ...........1,428.00 IT] 
(Applicants from certain States are entitled to a reduction of 75% of the 
tnternationalfee. Where the applicant is (orallapplicants are) so entitlecL the total 
to be entered at! is 25% of the sum oft amounts entered at B and I).) 

4. FEE FOR PRIORITY DOCUMENT (f applicable) ..........I 20.00 [P1 

5. TOTAL FEES PAYABLE .....................2,388.00 

Add amounts entered at T, 5, I and P. and enter total in the TOTAL box TOTAL 

The designation fees are not paid at this time. 

I MODE OF PAYMENT I 

I 0 authorization to charge Q postal money order 0 cash 0 coupons 
deposit account (seebelow) 

&I cheque 0 bank draft 0 revenue stamps 0 other (specify): 

AUTHORIZATION TO CHARGE (OR CREDIT) DEPOSIT ACCOUNT 
(This mode ofpayment may not be available at all receiving Offices) 

0 Authorization to charge the total fees indicated above 

(This check-boxmay be marked only fthe conditionsfor deposit accounts 
ofthe receiving Office sopennit) Authorization to charge any deficiency 
or credit any overpayment in the total fees indicated above. 

0 Authorization to charge the fee for priority document. 

Receiving Office: ROt US 

Deposit Account No.: 20-0090 

Date: October 29, 2003 

Name: Richard S. wesoricy-/ 

Form reprint July 2003) 

Signature: 

to 



CARTA DE REMISION A LA OFICINA RECEPTORA DE ESTADOS UNIDOS 

Fecha: 29 de actubre de 2003 

Salicitud Internacional N°: 

Ni.lmero de Archivo de Apaderada: CCF-6374PCT 

I. Certificación conforme al Titulo 37, artIculo 1.10 del 

Cód–go de Normas Federales (si fuera aplicable) 

Etiqueta de remisión par "Correa Expresa" Na. EU-712715264US 

Fecha del depósita: 29 de actubre de 2003 

Par la presente certifica que la salicitud/carrespandencia 

adjunta a la presente se depasita en el servicia de "Correa 

Expresa al Destinataria" del Servicia Postal de Estadas tJnidas 

canfarme al TItula 37, articula 1.10 del Códiga de Narmas 

Federales en la fecha indicada mÆs arriba y que estÆ destinado 

a: Casillera de PCT, Camisaria de Patentes, Casilla de Correa 

1450, Alexandria, Virginia 22313-1450. 

[En blanca] (Firma del remitente de la carrespandencia) 

Leslie Ann Kuder (Aclaración de Firma del remitente de la 

carrespandencia) 

II. [x] Nueva Salicitud Internacianal 

TITtJLO: PROVISION DE VEGF BASADA EN CELULAS 
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Fecha de la prioridad mÆs antigua (dia/mes/aflo) 6 de 

noviembre de 2002 

EVALUACION DE LA INFORMACION DE LA INVENCION: Para colaborar 

con la evaluación de la solicitud internacional que se adjunta 

con el propósito de determinar si se debe y puede otorgar una 

licencia para la reniisiÆn al extranjero y con otros 

propósitos, se proporciona la siguiente información. (Nota: 

marque todos los casilleros que correspondan) 

A. [ ] La invención revelada no se hizo en Estados tinidos 

B. [ II No hay ninguna solicitud estadounidense anterior 

relacionada con esta invención. 

C. [x] La siguiente solicitud(es) anteriores de Estados Unidos 

contienen un objeto que estÆ relacionado con la invención 

revelada en la solicitud internacional que se adjunta. (NOTA: 

la prioridad de estas solicitudes puede o no ser reivindicada 

en el formuiario PCT/RO/101 (Pedido) y este listado no 

constituye reivindicación de prioridad) 

Solicitud: 60/424.065 presentada el 6 de novierubre de 2002 (6-

11-2002) 

Solicitud: 10/426.769 presentada ci 30 de abril de 2003 (30-

04-03) 

D. [] La presente solicitud internacional [ I contiene una 

materia adicional que no se haila en la solicitud(es) de 
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Estados Unidos anterior identificada en el pÆrrafo C 

precedente. La materia adicional se halla en las pÆginas 

y [] NO ALTERA [ I PODRIA CONSIDERARSE QUE ALTERA la 

naturaleza general de la invención en una forma que exigiria 

que la solicitud de Estados Unidos ha estado disponible para 

su revisiÆn por las agencias de defensa apropiadas conforme al 

Titulo 35, articulo 181 del Código de Estados Unidos y al 

Titulo 37, articulo 5.1 del Código de Normas Federales y al 

Titulo 37, articulo 5.15 del Código de Norrnas Federales. 

III. [ ] Respuesta a la Invitación de la RO/US. Se adjunta(n) 

el/los siguiente(s) documento(s) 

A. [ II Pedido de Prórroga del Plazo para Presentar una 

Respuesta 

B. [ ] Poder (General) 

C. [ ] PÆginas de Reemplazo: 

pÆginas -- del pedido (PCT/RO/101) 

pÆginas -- de la memoria descriptiva 

pÆginas -- de las reivindicaciones 

pÆginas -- de las figuras 

pÆginas -- del resumen 

D. [ ] Presentacjôn de Documentos de Prioridad 

Documento de Prioridad: -- Documento de Prioridad: --
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E. [] Aranceles establecidos en la Planilla de CÆlculos 

adjunta, formulario PCT/RO/101, anexo 

IV. [ ] Pedido de Rectificacjon conforme a PCT 91 

Pedido [ ] Diskette de Listados de Secuencias 

V. [ ] Otros (especifique) 

La persona firmante de este formulario es: 

I Solicitante 

[x] Apoderado/Agente (Mat. N°) 40.871 

I Representante 

Richard S. Woserick 

Aclaración de firma 

[firma ilegible] 

Firma 

PTO-1382 

Departamento de Comercio de Estados Unidos; Oficina de 

Patentes y Marcas 
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PCT. PEDIDO 

El que suscribe solicita que esta solicitud iriternacional siga 

el proceso de acuerdo con el Tratado de CooperaciÆn sobre 

Patentes. 

Para usa exclusivo de la Oficina receptora 

Solicitud Internacianal No 

Fecha de PresentaciOn Internacional 

Nombre de la Oficina Receptora y "Solicitud Iriternacional POT" 

Referencia de Archivo del Solicitante o Agente: CCF-6374PCT 

(Si se desea) (maxima: 12 caracteres) 

Casillero N°I: TITULO DE LA INVENCION 

PROVISION DE VEGF BASADA EN CELULAS 

Casillero N°II: SOLICITANTE 

{J Esta persona es tarnbiØn inventor 

Nombre y dornicilio: (Apellido seguido del nombre; pare empresas, razdn 

social completa. El domicilio debe incluir cddigo postal y pals. El pals 

del doraicilio indicado an este Casillero es el Estado del solicitante (or 

decir ci paTh) do residencia si no so indica Estado de residencia abajo) 

THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

9500 Euclid Avenue 

Cleveland, Ohio 44114 

Estados Unidos de America 

N° telefonico: 216-621-2234 
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N° de fax: 216-621-4072 

N° de telex: --

Nürnero de inscripción del Solicitante ante la Oficina: 

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

Estado (es decir, pals) de dornicilio: ESTADOS UNIDOS 

Esta persona es solicitante para los propósitos de: 

[x] todos los Estados designados [] todos los Estados 

designados salvo Estados Unidos de America [ ] sÆlo Estados 

Unidos de America 

[] los Estados indicados en el casillero complementario 

Casillero N°TII: OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/U OTRO(S) 

INVENTOR (ES) 

Nombre y domicilio: (Apellido seguido del nombre; para empresas, raz(5n 

social complete. El domicillo debe incluir cÆdigo postal y pals. El pals 

del domiclljo indicado an este casillero es ci Estado del solicitante (es 

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

PENN, Marc S. 

26091 shaker Boulevard 

Shaker Heights, Ohio 44122 

Estados Unidos 

Esta persona: [] solo solicitante El solicitante e inventor 

[x] solo inventor. (Si marca este casillero, no complete la información 

de mÆs abajo) 

Nümero de inscripciOn del Solicitante ante la Oficina:--
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Estado (es decir, pals) de nacionalidad: --

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

Esta persona es solicitante para los propÆsitos de: 

] todos los Estados designados [] todos los Estados 

designados salvo Estados Unidos de America {xJ solo Estados 

Unidos de America 

[] los Estados indicados en el casillero complementario 

[XI Se indican otros solicitantes yb (otros) inventores en 

una pÆgina continuaciÆn 

Casillero N°IV: AGENTE 0 REPRESENTANTE; 0 DONICILIO PARA 

CORRESPONDENCIA 

La persona identificada a continuación ha sido designada/es 

designada por la presente para que actüe en noinbre del(os) 

solicitante(s) ante las Autoridades Internacionales 

competentes, como: [x] agente [] representante 

Nombre y domicilio: (Apellido seguido del nombre; pare empresas, razOn 

social completa. El domicilio debe incluir cddigo postal y norabre del pals) 

WESORICK, Richard S. 

Tarolli, Sundheim, Covell & Turnmino LLP 

526 Superior Avenue, Oficina 1111 

Cleveland, Ohio 44114 

Estados Unidos 

N° telefOnico: 216-621-2234 
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N° de fax: 216-621-4072 

N° de telex: -----

Nümero de Inscripción del Agente ante la Oficina: 40.871 

[] Dornicilio para Correspondencia: Marque este casillero si no 

se ha designado ningün agente a representante y si el espacio 

de precedente ha sido usado en cambio para indicar un 

domicilio especial al cual ha de enviarse correspondencia. 

Formularia PCT/RO/101 (pÆgina uno) (rnarzo de 2001; reimpreso 

en enero de 2003) 

Vet Notas al formulario de pedido 

PÆgina No 2 

Continuación del Casillero No III. OTROS SOLICITANTES Yb 

(OTROS) INVENTORES 

Si no se usa ninguno de los siguientes subcasilleros, esta 

pÆgina no deberÆ incluirse en el pedido. 

Nombre y domicilio: (Apellido seguido del nornbre; pan empresas, razón 

social completa. El domicilio debe incluir código 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) 

ASKARI, Arinan T. 

2421 Trayrnore Road 

University Heights, Ohio 44118 
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Estados Unidos 

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

[x] sOlo inventor. (Si macca este casillero, no complete la informaciÆn 

de mÆs abajo) 

Nümero de inscripción del Solicitante ante la Oficina:--

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

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

Esta persona es solicitante para los propósitos de: 

I ] todos los Estados designados [] todos los Estados 

designados salvo Estados Unidos de America [] sólo Estados 

Unidos de America 

los Estados indicados en el casillero complementario 

Nombre y domicilio: (Apellido seg-vido del nombre; para empresas, razón 

social completa. El domicilio debe incluir cddig-o 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) 

KIEDROWSKI, Matthew 

5924 N. Mayflower Drive 

Lorain, Ohio 44053 

Estados Unidos 

Esta persona: [1 solo solicitante [] solicitante e inventor 

[x] sOlo inventor. (Si marca este casillero, no complete la informaci6n 

do mÆs abajo) 

Nümero de inscripciOn del Solicitante ante la Oficina:--

Estado (es decir, pals) de nacionalidad: 
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Estado (es decir, pals) de residencia: 

Esta persona es solicitante para los propÆsitos de: 

todos los Estados designados [] todos los Estados 

designados salvo Estados tinidos de America [] solo Estados 

Unidos de America 

los Estados indicados en el casillero complementario 

Nombre y domicilio: (Apellido seguido del nombre; pars empresas, razÆn 

social completa. El domicilio debe incluir codigo postal y pals. El pais 

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) 

Esta persona: Li sOlo solicitante [] solicitante e inventor 

I sOlo inventor. (Si marca este casillero, no complete la informacidn 

de rnÆs abajo) 

Nümero de inscripciOn del Soli itante ante la Oficina:--

Estado (es decir, pals) de naconalidad: 

Estado (es decir, pals) de resdencia: 

Esta persona es solicitante pa a los propOsitos de: 

] todos los Estados de ignados [1 todos los Estados 

designados salvo Estados Uni os de America [1 sOlo Estados 

tJnidos de America 

los Estados indicados en el casillero complementario 

Norribre y domicilio: (Apellido suido del nonibre; pars empresas, razdn 

social completa. El doniicilio debe incluir código postal y pals. El pals 



r 

11 S 
ft 

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) 

Esta persona: [1 solo solicitante [] solicitante e inventor 

I solo inventor. (Si raarca este casillero, no complete In inforniación 

de mÆs abajo) 

Nürnero de inscripciÆn del Solicitante ante la Oficina:--

Estado (es decir, pals) de nacionalidad: 

Estado (es decir, pals) de residencia: 

Esta persona es solicitante para los propOsitos de: 

I todos los Estados designados [] todos los Estados 

designados salvo Estados Unidos de America [J sOlo Estados 

Unidos de America 

I los Estados indicados en el casillero complementario 

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

pÆgina continuaciOn 

PÆgina NO 3 

Casillero NOV DESIGNACION DE ESTADOS 

Marque los casilleros de verificacio’n que correspondan a 

continuación; deberÆ marcar al menos uno. 

Las siguientes designaciones se efectüan contorme a la Norma 

4.9(a): 

Patente Regional 



12 1$ 

[xJ AP Patente ARIPO: GH Ghana, GM Gambia, KE Kenia, LS 

Lesotho, MW Malawi, MZ Mozambique, SD Sudan, SL Sierra Leona, 

SZ Suazilandia, TZ Repüblica Unida de Tanzania, UG Uganda, ZN 

Zambia, ZW Zimbabwe y cualquier otro Estado Firmante del 

Protocolo de Harare y del POT (Si desea otro tipo de 

protección o tratamiento, especifiquelo en la lines de 

puntos) ....... 

[x] EA Patente de Eurasia: AM Armenia, AZ Azerbaijan, BY 

Bielorrusia, KG, Kyrgyzstan, KZ Kazakstan, MD Repüblica de 

Moldavia, RU Federación Rusa, TJ Tajikistan, TM Turkmenistan y 

todo otro Estado Firmante de la Oonvención de Patentes de 

Eurasia y del POT. 

[xi EP Patente Europea: AT Austria, BE BØlgica, BG Bulgaria, 

OH y LI Suiza y Liechtenstein, OY Ohipre, OZ Republics Oheca, 

DE Alemania, DK Dinamarca, EE Estonia, ES Espaæa, Fl 

Finlandia, FR Francia, GB Reino Unido, GR Grecia, HU HungrIa, 

IE Irlanda, IT Italia, LU Luxernburgo, MO Monaco, NL Paises 

Bajos, PT Portugal, RO Rumania, BE Suecia, SI Eslovenia, SEC 

Eslovaquia, TR Turquia y cualquier otro Estado Firmante de la 

Oonvención de Patentes Europeas y el POT. 

[xJ OA Patente OAPI: BF Burkina Faso, BJ Benin, OF Repüblica 

Oentroafricana, CG Congo, 01 Costa de Marfil, ON Oarnerün, GA 

Gabón, 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 POT (si 
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desea otro tipo de protección o tratamiento, especifIquela en la lInea de 

puntos) ........ 

Patente Nacional (Si desea otro tipo de proteccidn o tratamiento, 

especifiquela en la linea de puntos) 

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

[x] AG Antigua y Barbuda [x] LX 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] AZ Azerbaijan [x] LV Letonia 

[x] BA Bosnia y Herzegovina [xi MA Marruecos 

[x] BB Barbados [x] MD Repüblica de Moldavia 

[x] BG Bulgaria [x] MG Madagascar 

[xi BR Brasil [x] MX Ex Rep. Yugoslava de 

de Macedonia 

[x] BY Bielorrusia [x] MN Mongolia 

[x] BZ Belize [x] MW Malawi 

[x] CA Canada [x] MX MØjico 

[x] CH y LI Suiza y Liechtenstein [x] MZ Mozambique 

[x] CN China [x] NI Nicaragua 

[x] CO Colombia [x] NO Noruega 

[xi CR Costa Rica [x] NZ Nueva Zelanda 

[x] CU Cuba [x] OM Oman 

[x] CZ Repüblica Checa [x] PG Papüa Nueva Guinea 
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[x] DE Alemania 

[x] DK Dinamarca 

[x] DM Dominica 

[x] DZ Argelia 

[x] EC Ecuador 

[x] EE Estonia 

[x] ES Espana 

[x] Fl Finlandia 

[x] GB Reino Unido 

[x] GD Grenada 

[x] GE Georgia 

[x] GH Ghana 

[x] GM Gambia 

[x] HR Croacia 

[x] RU Hungria 

Ix] ID Indonesia 

[x] IL Israel 

[x] IN India 

[x] IS Islandia 

[x] JP Japan 

[xl KE Kenia 

[x] KG Kyrgyzstan 

[x] KP Repüblica DemocrØtica 

del Pueblo de Corea 

[x] PH Filipinas 

[xJ PL Polonia 

[x] PT Portugal 

[x] RO Rumania 

[x] RU FederaciÆn Rusa 

[x] SC Seychelles 

[x] SD Sudan 

[x] SE Suecia 

[x] SG Singapur 

[x] SK Eslovaquia 

[x] SL Sierra Leona 

[x] SY Repüblica Arabe Siria 

[x] TJ Tajikistan 

[x] TM Turkmenistan 

[x] TN Tünez 

[x] TR Turquia 

[x] TT Trinidad y Tobago 

[x] TZ Rep.Unida de Tanzania 

[x] UA Ucrania 

[x] UG Uganda 

[x] US Estados Unidos 

[x] UZ Uzbekistan 

[x] VC San Vicente y los 

[x] KR Repüblica de Corea 

Grenadinos 

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

[x] ZA Sudafrica 

[x] ZN Zambia 

[x] ZW Zimbabwe 

Los casilleros de verificación siguientes estÆn reservados 

para designar Estados que han firmado el PCT con posterioridad 

a la emisión de esta pÆgina: 

[1 

Declaración Precautoria sobre Designaciones: AdemÆs de las 

designaciones efectuadas anteriormente, el solicitante tambiØn 

efectüa conforme a la Norma 4.9(b) todas las demÆs 

designaciones que estÆn permitidas conforme al PCT salvo 

cualquier designación indicada en el Casillero Suplementario 

como excluida del alcance de esta declaración. El solicitante 

declara que aquellas designaciones adicionales estÆn sujetas a 

confirmación y que cualquier designación que no se confirme 

con anterioridad al vencimiento de los 15 meses desde la fecha 

de prioridad se considerarÆ retirada por el solicitante al 

vencimiento de ese plazo. (La confirmación (incluyendo los 

aranceles) deberÆ Ilegar a Is Oficina receptors dentro del 

plazo de 15 meses.) 
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I 

PÆgina NO 4 

Casillero N°VI REIVINDICACION DE PRIORIDAD 

Por ía presente se reivindica prioridad de ía siguiente 

solicitud(es) anterior: 

Fecha de Nümero de Cuando ía solicitud anterior es: 

presentación ía solicitud solicitud solicitud 

de ía solicitud nacional: regional:* internacional: 

solicitud anterior pals o Oficina Oficina 

anterior Miembro regional receptora 

(dIa/mes/aflo) de WTO 

item (1) 60/405.274 Estados 

22 de agosto JJnidos 

de 2002 

(22-08-2002) 

Item (2) 60/424.065 Estados 

Unidos 

Item (3) 10/426.769 Estados 

30 de abrií Cjnidos 

de 2003 

(30-04-03) 

Item (4) 

item (5) 

I Se indican otras reivindicaciones de prioridad en el 

Casiííero Compíementario 
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Se solicita a la Oficina receptora que prepare y transmita a 

la Oficina Internacional una copia autenticada de la 

solicitud(es) anterior (solamente si la solicitud anterior se 

presentó ante la Oficina que para los propósitos de is 

presente solicitud internacional es la Oficina receptors) 

identificada anteriormente como: 

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

[] item (4) [] item (5) [1 otro, ver Casillero Suplementario 

* Cuando la solicitud anterior sea una solicitud ARIPO, es 

obiigatorio indicar en el Casillero Suplementario al menos un 

pals miembro de la Convención de Paris para la Proteccidn de 

la Propiedad Industrial para el cual se presentó  la solicitud 

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

Casillero N°VII AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL 

Elección de la Autoridad de Büsqueda Internacional (ISA) (Si 

dos o rnÆs Autoridades de Düsqueda Internacional son cornpetentes para 

realizar la büsqueda internacional, indique la Autoridad eiegida; puede 

usarse un código de dos letras) : ISA/US 

Pedido de uso de los resultados de una büsqueda anterior; 

referencia a esa büsqueda (si se ha realizado una büsqueda 

anterior o si Østa ha sido solicitada a la Autoridad de 

Bósqueda Internacional) 
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Fecha (dIa/mes/aflo) Nürnero Pals Cu Oficina regional) 

30 de abril de 2003 10/426.712 Estados Unidos 

(30/04/03) 

Casillero N°VIII DECLARACIONES JURADAS 

Las siguientes declaraciones juradas estÆn 

contenidas en los Casilleros VIII(i) a (v) 

(marcar los casilleros de verificación 

aplicables siguientes e indicar en la columna 

de la derecha el nÆmero de cads tipo de 

declaración) 

[]Casillero N°VIII(i) 

[]Casillero N°VIII(ii) 

[]Casillero N°VIII (iii) 

Declaración sobre la 

identidad del 

inventor 

Declaraciones sobre 

derecho del 

solicitante, a la 

fecha de presentación 

internacional, de 

presentar solicitudes 

y que se le conceda 

una patente 

Declaración sobre el 

Nümero de 

declaraciones 

derecho del 
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C 

[] 

Solicitante, a la 

fecha de presentación 

internacional, de 

reivindicar prioridad 

de la solicitud 

anterior 

[1 Caillero N°VIII (iv) Declaración de 

[] Casillero N°VIII (v) 

carÆcter de inventor 

(solamente para los 

propósitos de la 

designaciÆn de 

Estados Unidos) 

Declaración sobre 

revelaciones no 

perjudiciales o 

excepciones a la 

falta de novedad 

PÆgina N°5 

Casillero IX. LISTA DE VERIFICACION: IDIOMA DE LA PRESENTACION 

Esta solicitud internacional contiene: 

(a) el siguiente nümero de pÆginas en la forma de papel: 

pedido (incluyendo 5 pÆginas 

pÆginas de declaración) 

rnemoria descriptiva 
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(excluyendo la parte 

del listado de secuencias) 

reivindicaciones 

46 pÆginas 

4 pÆginas 

resumen 1 pÆgina 

dibujos 10 pØginas 

Subtotal de nümero de pÆginas 97 

Listado de secuencias 

� Tablas relacionadas con Øl 

(para ainbos, nümero real de 

pÆginas si se presentan en 

forma de papel, sean o no 

presentadas tarnbiØn en 

forma legible por 

computadora; ver (b) abajo)  

Nümero total de pÆginas 97 

(b) solamente en forma legible por computadora 

I(Articulo 801(a) (i)) 

(1) [] listado de secuencias 

(ii) [] tablas relacionadas con Øl 

Escribir y numerar los portadores (diskette, CD-ROM, CD-R u 

otro) en los cuales estÆn contenidos 

I listado de secuencias 

[] tablas relacionadas con Øl 

(las copias adicionales deben indicarse en los items 9(1–) y/o 

10(u), en la columna de la derecha) 
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Esta solicitud internacional estÆ acompanada 

por el siguiente item(s) (Inarcar los casilleros 

de verificación e indicar en la columna de la 

derecha el nümero de cada item) 

1. [x] planilla de cÆlculo de aranceles 

2. [] poder original por separado 

3. [1 poder general original 

4. [1 copia del poder general; 

nümero de referencia, si hubiera: 

5. [ ] declaraciÆn de explicación de falta de firma 

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

en el Casillero N°VI corno item(s) --

7. [ ] traducciÆn de la solicitud internacional 

al (idioma) 

8. [] indicaciones por separado concernientes 

Nümero de 

Items 

a microorganismos u otro material biolÆgico depositado 

9. [] listado de secuencias de nuleotidos yb 

aminoÆcidos en forma legible por computadora 

(indicar tambiØn el tipo y nümero de portadores 

(diskette, CD-ROM, CD-R u otro)) 

(i) [ I copia presentada para los propósitos de 

la büsqueda internacional conforme a la Norma 13ter 

solamente (y no como parte de la solicitud internacional) 
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(ii) [] (solamente cuando set marco el casillero (b) (i) o 

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

incluyen, cuando corresponde, la copia para los propOsitos de 

la büsqueda internacional conforme a la Norma 13ter. 

(iii) [] junto con la declaraciOn 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 pot coinputadora relacionadas 

con los listados de secuencias (indicar tipo y nümero de 

portaedores) 

copia presentada con los propósitos de la busqueda 

internacional conforme al ArtIculo 802 (b-cuater) solamente (y 

no como parte de la solicitud internacional) 

(ii) [] (solamente cuando se marca el casillero de 

verificaciOn (b) (ii) o (c) (ii) en la columna de la izquierda) 

copias adicionales que incluyen, cuando corresponde, la copia 

para los propOsitos de la büsqueda internacional conforme al 

Articulo 802 (b-cuater) 

junto con la declaraciOn relevante en cuanto la 

identidad de la copia o copias con las tablas mencionadas en 

la columna de la izquierda 

otros (especifique) 

Figura de los dibujos que deberÆ acompaæar al resumen: 1 

Idioma de presentaciOn de la solicitud internacional: INGLES 
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Casillera N°X FIRMA DEL SOLICITANTE, AGENTE 0 REPRESENTANTE 

Junta a la firma, indique el nambre del firmante y el carÆcter 

can el que firma (si el misnio no se deduce de la lectura de is 

solicitud) : [firma ilegible] Richard S. Wesarick. Agente. Nat. 

NO 40.871 

Para usa exclusiva de la Oficina Receptara--------

� 1. Fecha de recepcion real de salicitud internacianal: 

2. Dibujas: [] recibidas [] no recibidas 

3. Carrección de fecha de recepción real debida a la recepción 

posterior pera en plaza de dacumentas a dibujas que campletan 

la salicitud internacianal: 

4. Fecha de recepción en plaza de las carreccianes salicitadas 

canfarme a la ClÆusula 11(2) del PCT: 

5. Autaridad de Büsqueda Internacianal (si dos a mÆs son 

campetentes) : ISA!--

6. [J Remisión de capia de bæsqueda demarada hasta que se 

efectüe el paga del arancel de büsqueda 

Para usa exclusiva de la Oficina Internacianal---

Fecha de recepciÆn de la capia del registra par la Oficina 

Internacianal: 

Farmularia PCT/RO/101 (ültima pÆgina) (enera de 2003; 

reimpresa en julia de 2003) 

Ver natas al farmularia de Pedida 
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fł 

Esta pa’gina no forma parte ni se cuenta coma una pa’gina do la 

solicitud internacional 

PCT. PLANILLA DE CALCULO DE ARANCELES 

Anexo al Pedido 

Para usa exclusivo de la Oficina Receptora 

Salicitud Internacional N° 

Timbre Fechador de la Oficina receptora 

Referencia de Archivo del Solicitante a agente: CCF-6374PCT 

Solicitante: THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

CALCULO DE ARANCELES ESTABLECIDOS 

1. Arancel de Remisión ---------------------------- 240 [TV] 

2. Arancel de Büsqueda ----------------------------- 700 [5] 

Büsqueda internacional para ser realizada par EE.UU 

(Si dos a mÆs Autaridades de BÆsqueda Internacional son 

competentes con respecto a la solicitud internacional, indique 

el nombre de la Autoridad elegida para realizar la bÆsqueda 

internacional) 

3. Arancel Internacional 

Arancel BÆsico 

Cuanda el punta (b) del Casillera N°IX es aplicable, 

ingresar el Subtotal del nümera de pÆginas 

Cuanda el punta (b) del Casillero N°IX es aplicable, 

ingresar el Total del nümero de pÆginas: 66 

[bi] prirneras 30 pÆginas ------------------------------476 [b1] 
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[b2] 36 x 12,00 = 432 [b2] 

Nümero de pÆginas arancel par pÆgina 

que exceden 30 

[b3] companente adicional (solamente si se presenta 

una parte de listado de secuencias de la 

memoria descriptiva en forma legible par 

computadora canfarme al ArtIcula 801 (a) (i) , a 

tanta en esa forma coma en papel, canfarme 

al Articulo 801 (a) (ii)): 

400 x = [b3] 

Sume los impartes ingresados en b1, b2 y b3 

e ingrese el imparte en B-----------------------1280 [B] 

Arancel de Designaciones 

La salicitud internacianal cantiene 94 designacianes 

5 x 104,00 = 520 [0] 

nümero de aranceles de importe del arancel designaciones 

de designacianes 

a pagar (maxima: 6) 

Sume los impartes de B y 0 

e ingrese el total en I ------------------------1.428 [I] 

(Los solicitantes de ciertos Estados gozan de un descuento del 

75% del arancei. internacional. Cuando a los solicitantes (o a 

todos los solicitantes) les corresponda este descuento, ci 

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 par Docurnento de Prioridad - 20 [F] 

(si carrespande) 

5. TOTAL DE ARANCELES A PAGAR 

Sume las impartes de T,S,I y P 

e ingrese el total en el casillera TOTAL---- 2.388 

[TOTAL] 

[] El arancel de designación no se paga en este momenta. 

FORMA DE PAGO 

[1 autarización para debitar de cuenta de depósita 

(vØase abajo) 

I orden de paga postal [] efectiva [] cupanes 

[x] cheque [] giro bancaria [] estampillas do ganancias 

[] atros (especifique) : --

AUTORIZACION PARA CUENTAS DE DEPOSITO (esta forma do pago 

puede no estar disponible en la Oficina Receptora) 

S[1 Autarización para debitar las aranceles tatales indicados 

anteriormente. 

[x] (Este casillero se puede marcar solamente si las 

condiciones para las cuentas de depØsito do la Oficina 

receptora asI Jo perraiten) AutorizaciÆn para debitar el 

imparte faltante a acreditar el paga sabrante en los aranceles 

totales indicados anteriarmente. 

I AutorizaciÆn para debitar el arancel del dacumenta de 

prioridad 
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0 

Oficina Receptora RO/US 

Cuenta de DepÆsito N°: 20-0090 

Fecha: 29 de octubre de 2003 

Nombre: Richard S. Wesorick 

Firma: [firma ilegible] 

Formulario PCT/RO/101 (Anexo) 

enero de 2003) 

(enero de 2002; reimpreso en 

Ver Notas a la planilla de cÆlculo de aranceles 



PATENT COOPERATION TREATY 

From the RECEIVING OFFICE JAN 1 4 2004 
To: PC! 
RICHARD S. WESORICK 

TAROW SUNDHEI, 
!aSTUMMINoL 

TAROLLI, SUNDHEIM, COVELL & TUMMINO, LLP 
NOTIFICATION CONCERNING PAYMENT 

526 SUPPERIOR AVENUE 
OF PRESCRIBED FEES SUITE 1111 

CLEVELAND, 44114 OHIO Rules 14,15 and 16 and Administrative 

}441&tructions 
Sections 102b1c(c), 304(a) and (b), 

323(), 707(b) and 803) 

0 
-gAJ 

Date of mailing 
(day/moniWyear) 09 Jan 2004 

Applicant’s or agents file reference PAYMENT PIlE 

CCF-6374PCT see item 3 for time limits 

International application No. International filing date/Date of receipt Priority date (day/montk5’ear) 

PCT/USO3/3441 1 
(day/znonih5’ear) 

29 Oct 2003 06 Nov 2002 

Applicant 

THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

1. The applicant is hereby notified that this receiving Office has received: 

the payment of all the prescribed fees, and an overpayment, which will be refunded in due course. 

flno or insufficient payment of the prescribed fees and the applicant is hereby invited to pay the balance due, as 
summarized under item 2, within the time limit(s) indicated under item 3. 

2. Fees and payment calculation: 

2,178.00 - 

Total fees payable Amount paid Balance 

E] The details of the calculation are given in the Moex 

3. Time limit(s) for payment and amount(s) payable (Rules 14.1, 15.4 and 16.1(fl): 

within ONE MONTH from the date of receipt of the international application (for the transmittal fee (if any), the search 
fee, the basic fee and the designation fee). The amount payable for each fee is the amount applicable on the date of receipt 
of the international application. 

Dwithin ONE YEAR from the priority date (only for the designation fee and only if this time limit expires later than the 
above time limit). 

- If the designation fee is paid within one month from the date of receipt of the international application, the amount 
payable is the amount applicable on that date of receipt. 

- If the designation fee is paid within one year from the priority date but later than one month from the date of receipt of the 
international application, the amount payable is the amount applicable on the date of payment. The receiving Office 
should be consulted for the applicable amount. 

Dwithin 16 MONTHS from the priority date (only forthe fee for priority document). The applicant’s attention is drawnto the 
fact that the request made by the applicant under Rule 17.1(b) will be considered notto have been made unless the fee is paid 
within that time limit. 

4. Additional observations (tfnecavswy): 

DThe search copy will not be transmitted to the International Searching Authority until the search fee is paid (therefore the 
start of the international search will be delayed) (Rule 23.1(a) and (b)). 

Name and mad ling address of the receiving Office Anthoiized officer 
Mail Stop ItT, Commissioner for Patents Elnora Rivera P.O. Box 1450, Alexandria, VA 22313-1450 

FacsimileNo. 703-305.3230 Telephone No. 703-305-3678 

3" 

Form PCT/RO/l02 (January 2003) 



ANNEX TO FORM PCTIRO/102international application No. 
ICALCULATION OF THE PRESCRIBED FEES  PCTIUS03/3441 1 

[I] Transmittal Fee 

Prescribed amount: ......................240.00 rn 
Amount paid: ...............-

 240.00 

0.00 
Balance’ .........................= 

[11 Search Fee 

Prescribed amount: ..................... 

Amount paid: ...............-

Balance: .........................-

EUInteruationalFee 

[N Basic Fee 

Fixed amount for fast 30 sheets: ........476.00 nbl 

36 x 12.00 = 432 

Number of sheets Fee per sheet 
in excess of 30 

Additional 
component: ...400 x 0.00 = 0.00 

Prescribed amount (bl + b2 ’I- b3) = 

19 Designation Fee 

Amount of designation fee’ ........ 104.00 

Number of designation fees 
payable (maximum 5)’ . . . . . . . . . x  

450.00 

700.00 
250.00 

lsIil:J,I.I 

Prescribed amount = _________ 
520.00

 

Elcorrect amount 

0 overpayment 

obalance due 

0 correct amount 

0 overpayment 

Qbalance due 

RR Reduction where PCT-EASY software is used or where the 
international application is filed in electronic form (See the PCT 
Applicant’s Guide, Volume 1, General Part, for details on the 
availability of this reduction)’...............- 0 jj 

Sub-total (B+D�R)’ ....................= 1,428,00 B-f-fl�RI 

Prescribed total amount (The amount to be entered at 1 4 the sub-total 
entered at (S+D�R), except where the applicant is (or all applicants are) 
entitled to a reduction of 75°% in which case the amount to be entered 
ati is 25% of the sub-total ’B+D�R; certain applicants from certain 
States are entitled to a reduction of 75% of the internationalfee; see 
Notes to the Fee Calculation Sheet as annexed to the Request Form, 
PCT/R0/101, for detaitv): .................... 

Amount paid’ ...................... 

Balance: ......................... 

ElFee for priority document 

1,428.00 rn 
1,428.00 [El correct amount 

0 overpayment 
0.00 0 balance due 

InPrescribed amoun.................... 60.00-  

20.00 0 correct amount 
Amount paid: .........................0 overpayment 

40.00  Balance: .........................= [fl balance due 

Additional observations (ifnecetsay): 

flThe amount paid for the designation fee covers the following designations: 

F] Other (specify): 

Form PCT/R0/102 (Annex) (January 2003) 



PATENT COOPERATION TREATY 

From the RECEIVING OFFICE 

To: 

RICHARD S. WESORICK 
TAROLLI, SUNDHEIM, COVELL & TUMMINO, LLP 
526 SUPPERIOR AVENUE 
SUITE 1111 
CLEVELAND, OHIO 44114 

Applicant’s or agents 
CCF-6374PCT 

PCT 

NOTIFICATION OF THE INTERNATIONAL 
APPLICATION NUMBER AND OF THE 

INTERNATIONALFILING DATE 

(PCT Rule 20.5(c)) 

Date of mailing 
(day/month/year) 09 Jan 2004 

IMPORTANT NOTIFICATION 

International application No. International fling date (day/month/year) Priority date (ay/month5iem) 

PCT/U503/3441 1 1 29 Oct 2 1 06 Nov 2002 

Applicant 
THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

Title of the invention 
CELL-BASED VEOF DELIVERY 

1. Theapplicamis hereby notified thattheinternational applicationhas been accorded theinternational application number and the 
international 1,lingdate indicatedabove. 

2. The applicant is further notified that therecordcopyof the international application: 

Pel 
09 Jan 2004 

was transmitted to the International Bureau on ___________________________________________________ 

hasnotyetbeentransrnittedtothelntemationalBureati forthereason indicatedbclowandacnpyofthisnotilication E  
has been sent Lathe International Bureau*: 

[I because the necessary national security clearancehasnotyet been obtained. 

Elbecause (reasontobespeeØed): 

* The International Bureaumonitors the transmittal oftherecordcopy by the receiving011iceand will notify the applicant (with 
Form PCT’/TB/301) ofitsreceipt. Should therecordcopynothavebeenreceived bytheexpirationofl4 months from theprioriLy 

3. FOREIGN ThANSMITFAL LICENSE INFORMATION Completed by: ER 

flAdditional license for lbreign transmittal not required. This subject matter is covered by a license already granted or 
the equivalent U.S. national application. RelŁr to that license for information concerning its scope. 

DLicense for foreign transmittal not required. 37 CFR. 5.11 (e)(1) or 37 CFR 5.1 1(e)(2). However, a license maybe 
required for additional subject malter. See 37 CFR 5.15(h). 

Fil Foreign transmittal license granted. 35 U.S.C. 184; 37 CFR 5.11 on 
06 Jan 2004 

[] 37 CFR5.15(a) 
(date) 

[F] 37 CFR 5.15(h) 

Name and mailing address of the receiving Office Authorized officer 

Mail Stop PCT, Commissioner for Patents Elnora Rivera 
P.O. Box 1450, Alexandria, VA 22313-1450 

Facsimile No. 703-305-3230 Telephone No. 703-305-3678 

Form PCF/RO/105 (July 1992) 
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PATENT COOPERATION TREATY 

From the RECEIVING OFFICE 

To: 

RICHARD S. WESORICK 
TAROLLI, SUNDHEIM, COVELL & TUMMINO, LLP 
526 SUPPERIOR AVENUE 
SUITE 1111 
CLEVELAND, OHIO 44114 

INVITATION TO CORRECT DEFECTS IN 
THE INTERNATIONAL APPLICATION 

(PCT Articles 3(4)(i) and 14(1) and Rule 26) 

Date of mailing - 
(day/month/year) 09 Jan 2004 

I Applicant’s or agent’s file reference j REPLY DUE within 1 months/days from 
CCF-6374PCT I the above date of mailing I 

International application No. International fig date I 
(day/month/year) I 

PCTIUSO3I3441 1 29 Oct 2003 I 

Applicant 

THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

I. [J The applicant is hereby Invited, within the time limit indicated above, to correct, In the International application as tiled, the 
defects specified on the attached: 

Mmcx A 

EJAnnex B I (text matter of the international application as filed) 

U Annex Cl (drawings of the international application as filed) 

2. U The applicant is hereby Invited, within the time limit indicated above, to correct, in the translation of the international 
application furnished under Rule 12.3 or 12.4, the defects specified on the attached: 

o 

0 Annex 132 (text matter of the translation of the international application) 

0 Annex C? (drawings of the translation of the international application) 

Additional observations (If necessary): 

110W TO CORRECT THE DEFECTS? 

Correction must be submitted by filing a replacement sheet embodying the correction and a letter accompanying the replacement 
sheet, which shall draw attention to the difference between the replaced sheet and the replacement sheet. A correction may be 
stated in a letter only if it is of such a nature that it can be transferred from the letter to the record copy without adversely affecting 
the clarity and direct reproducibility of die sheet onto which the correction is to be transferred (Rule 26.4). 

ATTENTION 
Failure to correct the defects will result in the international application being considered withdrawn by this receiving Office (see 
Rule 26.5 for further details). 

A copy of this invitation and any attachments has been sent to the International Bureau 

and the International Searching Authority 

Name and mailing address of the receiving Office Authorized officer 

Mail Stop PCT, Commissioner for Patents 
P.O. Box 1450, Alexandria, VA 22313-1450 Enora Rivera 

Facsimile No. 703-305-3230 Telephone No. 703-305-3678 

Fonts PCT/R0/l 06 (January 2003) FILE NO;CCF-6374PCATTT:RSW 
DUE DATE:02-09-2004 ( 20040209 
CLEVELAND CLINI/INIT,-( 20040109 
ACTION:iO RES PER:l M Did 

CORRECT DEFECTS I 965 
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International application No. 

ANNEX ATO FORM PCTIRO/106 PCT/US03/3441 I 

The receiving Office has found the following defects in the International application as filed: 

I. As to signature of the international application (Rules 4.15 and 90.4), the request: 

a. i:i is not signed 

b. 0 is not signed by all the applicants 

c. is not accompanied by the statement referred to in the check list in Box No. VIII of the request explaining the lack of the 
signature of an applicant for the designation of the United States of America 

d. U is signed by what appears to be an agent/common representative but 

U the international application is not accompanied by a power of attorney appointing him 

Uthe power of attorney accompanying the international application was not signed by all the applicants 

e. I1 other (spec ffr): 

power of attorney is unsigned 

All applicants must sign, including inventors if they are also applicants (e.g. where the United States of America is designated). 

2. As to indications concerning the applicant, the request (Rules 4.4 and 4.5): 

a. [J does not properly indicate the applicant’s time (spec5s): 

b. Eldoes not indicate the applicant’s address 

c. 0 does not properly indicate the applicant’s address (specify): 

d. 0 does not indicate the applicant’s nationality 

e. i:i does not indicate the applicant’s residence 

Uother(spec5): 

3. As to the language of certain elements of the international application, other than the description and claims (Rules 12.1(c) 

and 26.3ter(a) and (c)): 

a. El the request is not in a language of publication accepted by this receiving Office; (the) language(s) accepted by this 
receiving Office is/are: 

b. El the text matter of the drawings is not in the language in which the international application is to be published, 
which is: 

c. the abstract is not in the language in which the international application is to be published, 
which is: 

4. The title of the invention: 

a. 9 is not indicated in Box No. I of die request (Rule 4.1(a)) 

b. i:i is not indicated at the top of the fast sheet of the description (Rule 5.1(a)) 

c. 9 as appearing in Box No.! of the request is not identical with the title heading the description (Rule 5.1(a)) 

5. As to the abstract (Rule 8): 

0 the international application does not contain an abstract 

Form PCT/RO/1 06 (Annex A) (January 2003) 
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PATENT COOPERATION TREATY 

From the RECEIVING OFFICE 

To: I PCT 
RICHARD S. WESORICK 
TAROLLI, SUNOHEIM, COVELL & TUMMINO, LLP 
526 SUPPERIOR AVENUE INVITATION TO CORRECT PRIORITY CLAIM 

SUITE I 11 
CLEVELAND. OHIO 44114 (PCT Rules 4,10, 26b18. I, 26bis.2(a) and (b)) 

I 
of mailing jDate 

’day/month/yew) 09 Jan 2004 

Applicmtt or ageat’s file reFerence REPLY DII1 

C CF-5374PCT 
See item I  

International  application No. International filing date 

PCT/US0313441 1 
(day/month/year) 29 Oct 2003 

Applicant 

THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

The applicant is hereby invited, within tim time limit indicated below, to correct, by a notice submitted to this receiving Office, defects 
in the priority claim(s), as indicated in the Annex. 

1. Time limit to respond to this Invitation (Rule 26bic.l(n)): 

- within 16 months from the (earliest) priority date; or 

- if the (earliest) priority date is changed as a result of the correction or addition of the (earliest) priority claim, within 16 months 
from that (earliest) priority date so changed, 

whichever expires first, provided that such a notice may, in any event, be submitted until the expiration of four months from the 
international filing date. 

Failure to respond to this Invitation within the prescribed time limit may result in the priority claim concerned to be considered, 
for the purposes of the procedure under the PCT, not to have been made (Rule 26bLc.2(b)). 

2. In the case where multiple priorities have been claimed, this invitation relates to the following priority claim(s): 

3. A copy of this Invitation is being sent to the International Bureau. 

Name and mailing address of the receiving Office Authorized officer 

Mail Stop PCT, Commissioner for Patents Elnora Rivera 
P.O. Box 1450, Alexandria, VA 22313-1450 

Facsimile No. 703-305-3230 Telephone No. 703-305-3678 

Form PCTIROII IC (July 1998; reprint January 2000) 

FILL N0:CCF6374PCATTT:RSW 



International application No. ’3 ANNEX TO FORM PCT/RO/L 10 PCT/US03/3441 1 

This receiving Office has found the following defects in the priority claim(s): 

1. Failure to Comply with the Requirements of Rule 4.10 

a. Z National application 

E] Missing indication of the filing date of the earlier application. 

Filing date indicated for the earlier application does not fall within the period ofll months preceding the international 
filing date. 

fl Missing indication of the number of the earlier application. 

flMissing indication of the country party to the Paris Convention for the Protection of Industrial Property, or of the 
Member of the World Trade Organization that isnot party to thatConvention. in which the earliernational application 
was riled. 

[J The country indicated is neithera party to the Paris Convention for the Protection of Industrial Property nor a Member 
of the World Trade Organization. 

b. [] Regional application 

Missing indication of the filing data of the earlier application. 

Filing date indicated forthe earlier application does not fall within the period of 12 months preceding the international 
filing date. 

Missing indication of the number of the earlier application.* 

Missing indication oftlte authority entrusted with the granting of regional patents under the applicable regionalpatent 
� treaty. 

LI] The authority migrated as the authority entreated will, the granting ofroglonal patents does not grant regional patents. 

The priority claim in relation to the ARIPO application does not indicate either at least one country party to the Paris 
Convention for the Protection of Industrial Property, or at least one Member of the World Trade Organization, for 
which the earlier application was filed. 

c. 0 International application 

LiMissing indication of the filing date of the earlier application. 

Filing date indicated for the earlier application does not fall withinthe period of I2 snonthspreceding the international 
filing date. 

Li Missing indication of the number of the earlier application* 

Li Missing indication of the receiving Office with which it was filed. 

2. Inconsistency with the Corresponding Indications In the Priority Document* 

a. Li Inconsistency with regard to the filing date of the earlier application: 

The request indicates: 

The priority document indicates: 

b. Li Inconsistency with regard to the number of the earlier application: 

isThe request indicates: 

The priority document indicates: 

c. Li Inconsistency with regard to the country party to the Paris Convention for the Protection of Industrial Property or the 
Member of the World Trade Organization in which the national application was filed: 

The request indicates: 

The priority document indicates: 

d. Li Inconsistency with regard to the authority entrusted with the granting of regional paie,rtt under the applicable regional 
patent treaty: 

The request indicates: 

Die priority document indicates: 

e. Li Inconsistency with regard to the receiving Office with which the International application was filed: 

The request indicates: 

The priority document indicates: 

+ Even if this defect is not corrected in response to this Invitation, the priority claim concerned will net be considerednotto have been 
made (Rule 26hLc,2(b)). 

Form PCT/RO/l 10 (Annex) (January 2000) 
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TRATADO DE 000PERACI6N SOBRE PATENTES 

PCT 

NOTIFICACION CONCERNIENTE AL PAGO DE LOS ARANCELES PREVISTOS 

(PCT, Normas 14, 15, y 16 e Instrucciones Adirtinistrativas, 

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

[5db] RECIBIDO. 14 de enero de 2004. Tarolli, Sundheim, 

Covell & Turnmino LLP 

De: Oficina Receptora 

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

LLP. 526 Superior Avenue, Oficina 1111, Cleveland, Ohio 44114 

Fecha de remisión (dia/mes/ano) : 9 de enero de 2004 

Referencia de archivo del solicitante o agente: CCF-6374PCT 

PLAZO DE PAGO VENCIDO: Ver el punto 3 para los plazos 

Sobicitud Internacional No.: PCT/U503/34411 

Fecha de presentación internacional (dia/mes/ano) : 29 de 

octubre de 2003 

Fecha de prioridad (dia/meslano) : 6 de noviembre 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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I Un importe excedente que se reembolsarÆ oportunamente 

I ningün pago 0 Un pago insuficiente de los aranceles 

previstos y por la presente se invita al solicitante a pagar 

el saldo adeudado, segün la sIntesis del punto 2, dentro 

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

2. CÆlculo de Annceles y pagos: 

a 

2.178,00 - = 

Total Aranceles a pagar Iraporte abonado Saldo 

Los detalles del cÆlculo se dan en el Anexo 

3. Plazos para el pago de aranceles previstos (Normas 14.1, 

15.4 y 16.1(f)): 

I dentro de UN MES desde la fecha de recepción de la 

solicitud internacional (para el arancel de transmisión (si 10 

hubiere), el arancel de büsqueda, el arancel bÆsico y el 

arancel de designación) . El importe a pagar para cada arancel 

es el importe aplicable en la fecha de recepción de la 

solicitud internacional. 

I dentro de los UN A10 desde la fecha de prioridad (solo 

para el arancel de designaciOn y sOlo si este plazo vence con 

posterioridad al plazo anterior) 

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

desde la fecha de recepciOn de la solicitud 
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internacional, el arancel a pagar es el arancel aplicable 

en esa fecha de recepción. 

- Si el arancel de designación se paga dentro de un aæo 

desde la fecha de prioridad pero con posterioridad mayor 

a un mes desde la fecha de recepciÆn de la solicitud 

internacional, el importe a pagar serÆ el importe 

aplicable en la fecha de pago. La Oficina receptora 

� debera ser consultada sobre el importe aplicable. 

dentro de los 16 NESES desde la fecha de prioridad (solo 

para el arancel par documento de prioridad) . Se atrae la 

atenciOn del solicitante sobre el hecho de que el pedido hecho 

par el solicitante conforme a la Norma 17.1(b) no se darÆ par 

efectuado a inenos que el arancel se abane dentro de ese 

plaza) 

4. Observaciones adicianales (si fueran necesarias) 

La copia de la büsqueda no se transmitirÆ a la Autaridad 

de Büsqueda Internacianal hasta que no se haya abanado el 

arancel de büsqueda (en cansecuencia el inicia de la büsqueda 

internacional quedarÆ demarada) (Norma 23.1(a) y (b) 

Nombre y domicilio de la Oficina receptora: Casilla de POT, 

Comisario de Patentes, Casilla de Correo 1450, Alexandria, 

Virginia 22313-1450. Fax 703-305-3230. 

Funcionario Autorizada: Elnora Rivera. Tel.703-305-3678 

Formulario PCT/RO/102 (enero de 2003) 
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(3t2)\ 

ANEXO AL FOMULARIO PCT/RO/102 

CALCULO DE LOS ARANCELES PREVISTOS 

Solicitud Internacional N° PCT/US03/34411 

[T] Arancel de Rernisión 

Importe Previsto 240,00 [T] 

Importe Abonado 240,00 [x] inporte correcto 

Saldo 0, 00 [] pago excedente 

[I saldo deudor 

[S] Arancel por Büsqueda 

Importe Previsto 450,00 [S] 

Importe Abonado 700,00 [xi importe correcto 

Saldo 0,00 [] pago excedente 

[] saldo deudor 

[I] Arancel Internacional 

[B] Arancel Basico 

Arancel fijo para primeras 30 pÆginas 476,00 [bi] 

36 x 12,00 = 432,00 [b2] 

Nænero de Arancel por pÆgina 

PÆginas que 

Superan 30 

Conponente 

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

Arancel por pªgina 

Importe Previsto (bi + b2 + b3) = 908,00 [B] 
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[0] Arancel par Designaciones 

Importe del arancel par designaciones 104,00 

Cantidad de aranceles par 

Designaciones a pagar (maxima 5) x 5 

Arancel previsto 520,00 [0] 

[R] Descuento cuando se usa el software PCT-EASY a cuando la 

solicitud internacional se presenta en farina electronica 

� (VØase la Guia para el Solicitante del PCT, Volumen I, Parte 

General, para ver detalles acerca de la disponibilidad de este 

descuento) 0 [R] 

Subtotal 1428,00 [B+D-R] 

Importe total previsto (El importe que se debe ingresar en I 

es el subtotal ingresado en (B+0-R), excepto cuando el 

salicitante (a 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; vØase las Notas a la Planilla de 

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

encontrar detalles): 1.428,00 [I] 

Importe Abonado 1.428,00 [x] importe correcto 

Saldo 0,00 [1 pago excedente 

[1 saldo deudor 
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[P] Arancel por docurnento de prioridad 

Importe Previsto 60,00 [T] 

Importe Abonado 20,00 

Saldo 40,00 

[xl importe correcto 

[] pago excederite 

[] saldo deudor 

Observaciones Adicionales (Si es necesario) 

[1 El importe abonado por el arancel por designaciones cubre 

las siguientes designaciones:  

[1 Otro (especificar) 

Forrnulario PCT/RO/102 (Anexo) (enero de 2003) 
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TRATADO DE 000FERACION 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 

40 
Para: Richard S. Wesorick 

Tarolli, Sundheim, Covell & Turnmino LLP 

526 Superior Avenue, Oficina 1111 

Cleveland, Ohio 44114 

Fecha de Remisión (dia/mes/ano) : 9 de enero de 2004 

Referencia de archivo del solicitante o agente: CCF-6374PCT 

NOTIFICACION IMPORTANTE 

Solicitud Internacional No.: PCT/US03/34411 

Fecha de presentación (dia/mes/aæo) : 29 de octubre de 2003 

Fecha de prioridad (dia/mes/ano) : 6 de noviembre de 2002 

Solicitante: THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

Titulo de la Invención: PROVISION DE VEGF BASADA EN CELULAS 

1. For la presente se notifica al solicitante que se ha 

asignado a la solicitud internacional el nümero y fecha de 

presentaciÆn indicados mÆs arriba. 



2. Asimismo se notifica al solicitante que la copia del 

registro de presentaciÆn de la solicitud internacional: 

[X] se transmitió a la Oficina Internacional el 9 de enero de 

2004 

I aun no se ha transmitido la solicitud internacional a la 

Oficina Internacional per la razón indicada mÆs abajo y que se 

ha remitido copia de esta notificacion a la Oficina 

Internacional* 

debido a que no se ha obtenido ann el permiso de 

presentaciÆn en fase nacional necesario 

I debido a (deberÆn especificarse los motives): 

* La Oficina Internacional verifica la transmisión de la copia 

del registro de presentación per  la Oficina Receptora y 

acusarÆ recibo de Øl al solicitante (mediante el Formulario 

PCT/IB/301) . Si la copia del registro de presentación no 

hubiera side recibida a la fecha de vencimiento del plazo de 

14 meses desde la fecha de prioridad, la Oficina Internacional 

notificarÆ al solicitante (Norma 22.1(c)). 

3. INFORMACION SOBRE LICENCIA PARA PRESENTACION EN EL EXTERIOR 

Completado per: ER 

No se requiere licencia adicional para la presentación en 

el extranjero. Este objeto estÆ cubierto por una licencia ya 

otorgada en la solicitud nacional de Estados tJnidos 

equivalente. Recurra a esa licencia para información referida 

a su alcance. 



I No se requiere licencia para presentación en el exterior. 

Titulo 37, articulo 5.11(e) (1) o Titulo 37, articulo 

5.11(e) (2) del CÆdigo de Normas Federales. Sin embargo, puede 

ser necesaria la licencia para proteger un objeto adicional. 

VØase Titulo 37, articulo 5.15(b) del Codigo de Normas 

Federales. 

[x] Licencia para presentación en el exterior otorgada. Titulo 

35, articulo 184 del Código de Estados Unidos; Titulo 37, 

articulo 5.11 del Codigo de Normas Federales, el (fecha) 2 de 

octubre de 2003 

[1 Titulo 37, Articulo 5.15(a) del Código de Normas Federales 

[x] Titulo 37, articulo 5.15(b) del Código 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 No 703-305-3230 

Funcionario Autorizado: Elnora Rivera. Tel: 703-305-3678 

Formulario PCT/RO/105 (julio de 1992) 
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TRATADO DE 000PERACI6N SOBRE PATENTES 

POT 

INVITACION A CORREGIR DEFECTOS EN LA SOLICITEJD INTERNACIONAL 

(ClÆusulas 3(4) (i) y 14(1) y Norma 26 del POT) 

De la Oficina Receptora 

Pan: Richard S. Wesorick 

Tarolli, Sundheim, Covell & Tuimnino LLP 

526 Superior Avenue, Oficina 1111 

Cleveland, Ohio 44114 

Fecha de Remisión (dia/mes/aflo) 9 de enero de 2004 

Referencia de archivo del solicitante o agente: CCF-6374PCT 

VENCINIENTO PARA CONTESTACION dentro de 1 mes/dIa desde la 

fecha de reniisión indicada anteriormente. 

Solicitud Internacional No. PCT/US03/34411 

Fecha de presentaciÆn (dia/mes/ano) : 29 de octubre de 2003 

Solicitante: THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

1. [x] Por la presente se invita al solicitante a que dentro 

del plazo indicado anteriormente, corrija, en la solicitud 

internacional presentada, los defectos que se especifican en 

el adjunto: 

[x] Anexo A 

[] Anexo B1 (texto de la solicitud internacional presentada) 
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[] Anexo Cl (dibujos de la solicitud internacional presentada) 

2. []Por la presente se invita al solicitante a que dentro del 

plazo indicado anteriormente, corrija, en la traducción de la 

solicitud internacional presentada contorme a la Norma 12.3 o 

12.4, los defectos que se especifican en el adjunto: 

[1 Anexo A 

[1 Anexo Bi 

internacional) 

[j Anexo Cl 

internacional) 

(texto de la traducciÆn de la solicitud 

(dibujos de traduccion de la solicitud 

Observaciones Adicionales (si es necesario) 

COMO SE CORRIGEN LOS DEFECTOS? 

La corrección debera presentarse presentando una pÆgina do 

reemplazo que incorpore la corrección y una carta que acompaæe 

a la pÆgina de reemplazo, que llamarÆ la atención hacia las 

diferencias entre la pÆgina reemplazada y la pÆgina do 

reemplazo. Se podrØ indicar una corrección en la carga 

solamente si es de tal naturaleza que se puede trasladar de la 

carta a la copia de archivo sin que afecte negativamente la 

claridad y la capacidad de reproduccion directa de la pÆgina a 

la cual se debe trasladar la corrección. (Norma 26.4) 
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ATENCION 

La falta de correcciôn de los defectos ocasionarÆ que la 

solicitud internacional se considere abandonada por la Oficina 

receptora (vØase Norma 26.5 para mayores detalles) 

Se ha enviado una copia de esta invitación y de todos los 

documentos adjuntos a la Oficina Internacional 

[x] y a la Autoridad de Büsqueda Internacional. 

Nombre y domicilio de la Oficina receptora: 

Casillero de PCT, Comisario de Patentes, Casilla de Correo 

1450, Alexandria, Virginia 22313-1450 

Fax No 703-305-3230 

Funcionario Autorizado: Elnora Rivera. Tel: 703-305-3678 

Formulario PCT/RO/106 (enero de 2003) 
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ANEXO AL FORMULARIO PCT/RO/106 

Solicitud Internacional N° PCT/0S2003/34411 

La Oficina Receptora ha encontrado los siguientes defectos en 

la solicitud internacional presentada: 

1. En cuanto a la firma* de la solicitud internacional (Normas 

4.15 y 90.4), el pedido: 

a. [] no estÆ firmado 

. 

b. [1 no estÆ firmado por todos los solicitantes 

c. [] no estÆ acompaflado por una declaracian jurada citada en 

la lista de verifjcacjón del Casillero N° VIII del pedido quo 

explique la ausencia de la firma de un solicitante para la 

designacion de Estados Unidos. 

d. [] estÆ firmado por alguien que aparentemente es el 

agente/representante pero: 

[] la solicitud internacional no estÆ acompaflada por un poder 

que lo designe 

[] el poder que acompaæa a la solicitud internacional no fue 

firmado por todos los solicitantes 

[x] otros (especifique) : el poder no estÆ firmado 

* Deben firmar todos los solicitantes, incluyendo los 

inventores si tambiØn son solicitantes (por ejemplo, cuando so 

designa a Estados Unidos) 
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2. En cuanto a la indicaciÆn referida al solicitante, el 

pedido (Normas 4.4 y 4.5): 

a. [] no indica correctamente el nombre del solicitante 

(especifique) 

b. [] no indica el domicilio del solicitante 

c.[] no indica correctamente el domicilio del solicitante 

(especifique) 

d. [1 no indica la nacionalidad del solicitante 

e. [] no indica el domicilio real del solicitante 

f. [] otro (especifique) 

3. En cuanto al idioma de ciertos elernentos de la solicitud 

internacional, que no son la meinoria descriptiva y las 

reivindicaciones (Normas 12.1(c) y 26.3ter(a) y (c)) 

a. [] el pedido no estÆ en el idioma de publicación aceptado 

por la Oficina receptora; el idioma aceptado por la Oficina 

receptora es/son: 

b. [] el texto de los dibujos no estÆ en el idioma en el cual 

se debe publicar la solicitud internacional, que es: 

C. [] el resurnen no estÆ en el idioma en el cual se debe 

publicar la solicitud internacional, que es: 

4. El titulo de la invención: 
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a. [] no se indica en ci Casiiiero N°i  del pedido (Norma 

4.1(a)) 

b. [] no se indica en la parte superior de la primera pÆgina 

de la memoria descriptiva (Norma 5.1(a)) 

C. [] que aparece en el Casiliero N° 1 del pedido no es 

idØntico al titulo que encabeza la ineinoria descriptiva (Norma 

5.i(a) 

5. En cuanto al resumen (Norma 8) 

[] la soiicjtud internacional no contiene un resurnen. 



16 

TRATADO DE 000PERACI6N SOBRE PATENTES 

POT 

INVITACION A CORREGIR LA REIVINDICACION DE PRIORIDAD 

(Norinas 4.10, 26bis.1, 26bis.2(a) y (b) del POT) 

De la Oficina Receptora 

Para: Richard S. Wesorick 

Tarolli, Sundheirn, Covell & Tumrnino LLP 

526 Superior Avenue, Oficina 1111 

Cleveland, Ohio 44114 

Fecha de Remisión (dia/mes/ano) 9 de enero de 2004 

Referencia de archivo del solicitante o agente: CCF-6374PCT 

VENCIMIENTO PARA CONTESTACION vØase el punto 1 

Solicitud Internacional No.: PCT/US03/34411 

Fecha de presentación (dia/mes/aflo) 29 de octubre de 2003 

Solicitante: THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

Por la presente se invita al solicitante a que, dentro del 

plazo indicado a continuación, corrija, mediante una 

notificación a la Oficina receptora, los defectos en la 

reivindicaciÆn de prioridad que se indican en el Anexo. 

1. El plazo para contestar a esta invitación (Norma 

26bis.l(a)) 
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- dentro de 16 meses desde la fecha de prioridad (mÆs 

antigua); o 

- si la fecha de prioridad (mÆs antigua) se cambia coma 

consecuencia de la correccion 0 el agregado de la 

reivindicación de prioridad (mas antigua), dentro de 16 meses 

desde la fecha de prioridad (mÆs antigua) asi cambiada, 

la que vence primero, sieinpre que esa notificación pueda, en 

cualquier caso, presentarse hasta el vencimiento de cuatro 

meses desde la fecha de presentación internacional. 

La faj.ta de contestación a esta InvitaciÆn, dentro del plazo 

establecido podrÆ derivar en que se considere que la 

reivindicación de prioridad citada, para los propósitos de los 

procedimientos conforme al PCT, no se ha hecho (Norma 

26bis.2 (b) 

2. En el caso de que se hayan reivindicado varias prioridades, 

esta Invitación se relaciona con la siguiente reivindicación 

de prioridad: 1 

3. Se remite una copia de esta InvitaciÆn a la Oficina 

internacional. 

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: Elnora Rivera. Tel: 703-305-3678 



ANEXO AL FORMULARIO PCT/RO/110 

Solicitud Internacional No PCT/US200334411 

Esta Oficina receptora ha encontrado los siguientes defectos 

en la reivindicación de prioridad: 

1. No se cumple con las disposiciones de la Norma 4.10 

a. [x] solicitud nacional 

[] Falta la indicacian de la fecha de presentacion de la 

solicitud anterior 

[x] La fecha de presentación indicada para la solicitud 

anterior no estÆ dentro del plazo de 12 rneses anteriores a la 

fecha de presentación internacional 

[] Falta la indicacian del nümero de la solicitud anterior.* 

[] Falta la indicación del pais parte de la Convención de 

Paris para la Protección de la Propiedad Industrial, o del 

Niembro de la Organización Mundial del Comercio que no es 

parte de esa ConvenciÆn, en el cual se presentÆ la solicitud 

naciorial anterior 

[Ii El pais indicado no es ni parte de la Convención de Paris 

para la ProtecciÆn de la Propiedad Industrial ni Miembro de la 

OrganizaciÆn Mundial del Comercio 

b. [] Solicitud Regional 

[] Falta la indicacion de la fecha de presentación de la 

solicitud anterior 
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[] la Fecha de presentaciOn indicada para la solicitud 

anterior no estÆ dentro del plazo de 12 meses anteriores a la 

fecha de presentación internacional 

[] Falta la indicación del nümero de la solicitud anterior*. 

{] Falta la indicación de la autoridad encargada de la 

concesión de patentes regionales conforme al tratado de 

patentes regionales aplicable. 

[] La autoridad indicada como la autoridad encargada de la 

concesión de patentes regionales no concede patentes 

regionales 

[] La reivindicacion de prioridad en relaciÆn con la solicitud 

ARIPO no indica al menos un pals parte de la Convención de 

Paris para la Protección de la Propiedad Industrial o al menos 

un Miembro de la Organización Mundial del Comercio, para el 

cual se presentó la solicitud anterior 

c. [] Solicitud Internacional 

[J Falta la indicaciôn de la fecha de presentación de Is 

solicitud anterior 

[] La fecha de presentación de la solicitud anterior no estÆ 

dentro del plazo de 12 meses anteriores a la fecha de 

presentación internacional 

[] Falta la indicacion del nümero de la solicitud anterior.* 

[] Falta la indicaciÆn de la Oficina receptora ante la cual se 

presentó. 
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2. Inconsistencia con las Indicaclones Correspondientes en el 

Documento de Prioridad* 

a. [] Inconsistencia con respecto a la fecha de presentación 

de la solicitud anterior 

El pedido indica: 

El documento de prioridad indica: 

b. [] Inconsistencia con respecto al nümero de la solicitud 

Sk anterior 

El pedido indica: 

El documento de prioridad indica: 

C. [] Inconsistencia con respecto al pals parte de la 

ConvenciOn de Paris para la Protección de la Propiedad 

Industrial o al Miembro de la OrganizaciÆn Nundial del 

Comercio en el cual se presentó la solicitud nacional: 

El pedido indica: 

El documento de prioridad indica: 

d. [] Inconsistencia con respecto a la autoridad encargada de 

conceder patentes regionales conforme al tratado de patentes 

regionales aplicable 

El pedido indica: 

El documento de prioridad indica: 
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e. [] Inconsistencia con respecto a la Oficina recptora ante 

la cual se presentó la solicitud internacional 

El pedido indica: 

El documento de prioridad indica: 

*Aün cuando este defecto no se corrija en la contestación a 

esta InvitaciÆn, no se considerara que la reivindicación de 

prioridad citada no se ha hecho. (Norma 26bis.2(b)). 
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TRATADO DE 000PERACION SOBRE PATENTES 

PCT 

ACUSE DE RECIBO DE COPIA DE BUSQtJEDA 

(POT, Norma 25.1) 

De: Autoridad de Büsqueda Internacional 

Para: Richard S. Wesorick 

Tarolli, Sundheim, Covell & TuiTffnino LLP 

526 Superior Avenue, Oficina 1111 

Cleveland, Ohio 44114 

Fecha de remisión (dia/mes/aæo) : 6 de enero de 2004 

Referencia de archivo del Solicitante o agente: CCF-6374PCT 

NOTIFICACION IMPORTANTE 

Solicitud Internacional No: PCT/US03/34411 

Fecha de presentación internacional (dia/mes/ano) : 29 de 

octubre de 2003 

Fecha de prioridad (dIa/mes/aæo) : 6 de noviembre de 2002 

Solicitante: THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

1. Cuando la Autoridad de Büsqueda Internacional y la Oficina 

Receptora no sean la misma Oficina: 

Por la presente se notifica al solicitante que la copia de 

büsqueda de la solicitud internacional fue recibida por esta 
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Autoridad de Büsqueda Internacional en la fecha indicada 

abaj a. 

Cuando la Autoridad de Büsqueda Internacional y la Oficina 

receptora son la misma Oficina: 

Por la presente se notifica al solicitante que la copia de 

büsqueda de la solicitud internacional fue recibida en la 

fecha indicada abajo: 

9 de enero de 2004 (fecha de recepción) 

2. 
[ 

La copia de büsqueda estaba acompaflada por un listado 

de secuencias de nucleÆtidos y/o arninoÆcidos en forma legible 

por computadora. 

3. Plazo para la ratificación del Informe de Bósqueda 

Internacional: 

Se inforina al solicitante que el plazo para ratificar el 

Informe de Büsqueda Internacional es de 3 nieses a partir de la 

fecha de recepción indicada mÆs arriba 6 9 meses desde la 

fecha de prioridad, el plaza que venza inâs tarde. 

4. Se ha rernitido una copia de esta notificación a la Oficina 

Internacional y, cuando sea aplicable la primera parte del 

parrafo 1, a la Oficina Receptora. 



24 

Nombre y doiriicilio para correspondencia de la Autoridad de 

Büsqueda Internacional: 

Casilla de POT, Conisario de Patentes. Casilla de Correo 1450, 

Alexandria, Virginia 22313-1450 

Fax N° 703-305-3230 

Funcionario Autorizado: Elnora Rivera. TelØfono N° 703-305-

3678 

Formulario PCT/ISA/202 (julio 1998) 

. 



CARTA DE REMISION A LA OFICINA RECEPTORA DE ESTADOS UNIDOS 

Fecha: 29 de octubre de 2003 

Solicitud Internacional N°: PCT/US03/34411. DT04 RECIBIDO 

PCT/PTO 29 DE OCTUBRE DE 2003 

Nüinero de Archivo de Apoderado: CCF-6374PCT 

I. CertificaciÆn conforme al Titulo 37, articulo 1.10 del 

- Código de Normas Federales (si fuera aplicable) 

Etiqueta de remisión par ’Correo Expreso" No. EU-712715264US 

Fecha del depÆsito: 29 de octubre de 2003 

Par la presente certifico que la solicitud/correspondencia 

adjunta a la presente se deposita en el servicia de "Correa 

Expreso al Destinatario" del Servicia Postal de Estadas Unidas 

canfarme al Titula 37, articula 1.10 del Códiga de Narmas 

Federales en la fecha indicada inÆs arriba y que estØ destinado 

a: Casillera de POT, Camisario de Patentes, Casilla de Correa 

1450, Alexandria, Virginia 22313-1450. 

[En blanca] (Firma del reinitente de la carrespondencia) 

Leslie Ann Ruder (Aclaración de Firma del remitente de la 

correspandencia) 

II. [x] Nueva Solicitud Internacianal 

TITULO: PROVISION DE VEGF BASADA EN CELULAS 
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Fecha de la prioridad mÆs antigua (dIa/mes/aæo) 6 de 

noviembre de 2002 

EVALtJACION DE LA INFORNACION DE LA INVENCION: Para colaborar 

con la evaluación de la solicitud internacional que se adjunta 

con el propósito de determinar si se debe y puede otorgar una 

licencia para la reraisión al extranjero y con otros 

propósitos, se proporciona la siguiente información. (Nota: 

� marque todos los casilleros que correspondan) 

A. [ J La invención revelada no se hizo en Estados Unidos 

B. [ ] No hay ninguna solicitud estadounidense anterior 

relacionada con esta invención. 

C. [x] La siguiente solicitud(es) anteriores de Estados Unidos 

contienen un objeto que estÆ relacionado con la invenciôn 

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 reivindicaciÆn de prioridad) 

Solicitud: 60/424.065 presentada el 6 de noviembre de 2002 (6-

11-2002) 

Solicitud: 10/426.769 presentada el 30 de abril de 2003 (30-

04-03) 

D. [] La presente solicitud internacional [ I contiene una 

materia adicional que no se halla en la solicitud(es) de 
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Estados tinidos anterior identificada en el parrafo C 

precedente. La materia adicional se halla en las pÆginas 

y [] NO ALTERA [ ] PODRIA CONSIDERARSE QJE ALTERA la 

naturaleza general de la invención en una forma que exigirIa 

que la solicitud de Estados [midas ha estado disponible para 

su revision par las agencias de defensa aprapiadas canfarme al 

TItulo 35, articula 181 del COdigo de Estados Unidas y al 

Titula 37, articula 5.1 del COdiga de Normas Federales y al 

Titula 37, artIcula 5.15 del Cadigo de Narrnas Federales. 

III. { ] Respuesta a la Invitación de la RO/US. Se adjunta(n) 

el/las siguiente(s) dacumenta(s) 

A. [ ] Pedida de PrOrroga del Plaza para Presentar una 

Respuesta 

B. [ ] Pader (General) 

C. [ ] PÆginas de Reemplaza: 

pÆginas -- del pedido (PCT/RO/101) 

pÆginas -- de la memaria descriptiva 

pÆginas -- de las reivindicaciones 

pÆginas -- de las figuras 

pÆginas -- del resurnen 

D. [ ] Presentación de Dacumentas de Prioridad 

Dacumento de Prioridad: -- Dacumenta de Priaridad: --
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E. [] Aranceles establecidos en la Planilla de CÆlculos 

adjunta, formulario PCT/RO/101, anexo 

IV. [ ] Pedido de Rectificación conforme a POT 91 

Pedido [ ] Diskette de Listados de Secuencias 

V. [ ] Otros (especifique) 

. 

La persona firmante de este formulario es: 

I Solicitante 

[x] Apoderado/Agente (Mat. N°) 40.871 

I Representante 

Richard S. Woserick 

Aclaración de firma 

[firma ilegible] 

Firma 

PTO-1382 

Departamento de Comercio de Estados Unidos; Oficina de 

Patentes y Marcas 
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"Express Mail" Mailing Label Number" 

EO� //c2t ) 5(/iJS 
I HEREBY CERTIFY THAT THIS PAPER OR FEE IS BEING DEPOSITED WITH THE 
U.S. POSTAL SERVICE "EXPRESS MAIL POST OFFICE-TO-ADDRESSEE SERVICE 
UNDER 37 CFR 1.10 ON THE DATE INDICATED BELOW AND IS ADDRESSED TO 
THE ASSISTANT COMMISSIONER FOR PATENTS, WASHINGTON, D.C. 20231, 

DATE OF DEP SIT 

GNAT 

URNMAIUNG
 

PAPER OR FEE 

11AME OF PERSON SIGNING 

DATE OF SIGNATURE 

IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE 

Applicant(s) : The Cleveland Clinic Foundation 

International Application No 

International Filing Date 

Priority Date 

Title 

Authorized Officer 

Attorney Docket No. 

PCT/US03/3441 1 

29 October 2003 

06 November 2002 

CELL-BASED VEGF DELIVERY 

Elnora Rivera 

CCF-6374PCT 

BOX PCT 
Commissioner for Patents 
P.O. Box 1450 
Alexandria, VA 22313-1450 

TRANSMITTAL LETTER IN RESPONSE TO INVITATION 
TO CORRECT DEFECTS IN THE INTERNATIONAL APPLICATION 

Sir: 

In response to the Invitation to Correct Defects in the International Application 

(Form PCT/RO/1 06), mailed 09 January 2004 (copy attached), enclosed is a fully 

executed Power of Attorney for an international application signed by the applicant. 

Also, in response to the Invitation to Correct Priority Claim 

(Form PCT/RO/1 10) mailed 09 January 2004 (copy attached), please find a 



70 mt.’ Appi. No. PCT/US03/34411 
Page 2 

substitute page 4 of the PCT Request form (PCT Form PCT/RO/101) correcting the 

priority documents as follows: please delete Application No. 60/405,274, filed 

22 August 2002. This application number was incorrectly entered. 

Please charge any necessary fees for the submission of this document to our 

Deposit Account No. 20-0090. 

Respectfully submitted, 

Reg. No. 40,871 

TAROLLI, SUNDHEIM, COVELL, 
& TUMMINO L.L.P. 

526 Superior Avenue, Suite 1111 
Cleveland, Ohio 44114-1400 
Phone:(216) 621-2234 
Fax: (216) 621-4072 
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PATENT COOPERATION TREATY 

From the RECEIVING OFFICE 

- PCT To: 

RICHARD S. WESORICK 
TAROLLIISUNDHEIM,COVELL 

& 

TUMMINO, LLP 
526 SUPPERIOR AVENUE INVITATION TO CORRECT DEFECTS IN 

SUITE 1111 THE INTERNATIONAL APPLICATION 

CLEVELAND, OHIO 44114 
(PCT Articles 3(4)(i) and 14(1) and Rule 26) 

Date of mailing 
(day/month/year) 

09 Jan 2004 

Applicant’s or agent’s file reference REPLY DUE 1 within months/days  from 
CCF6374PCT the above date of mailing 

International application No. International filing date 

PCT/US03/3441 1 
(day/month/year) 

29 Oct 2003 

Applicant 

THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

I. The applicant is hereby Invited, within the time limit indicated above, to correct, In the International application as filed, the 
- defects specified on the attached: 

lJ AnnexA 

ElAnnex BI (text matter of the international application as filed) 

C Annex Cl (drawings of the international application as filed) 

2. C The applicant is hereby Invited, within the time limit indicated above, to correct, in the translation of the international 
application furnished under Rule 113 or 12.4, the defects specified on the attached: 

C Annex A 

ElAnnex B2 (text matter of the translation ofthe international application) 

C Aamex C2 (drawings of the translation of the international application) 

Additional observations (if necessary): 

BOW TO CORRECT THE DEFECTS? 

Correction must be submitted by filing a replacement sheet embodying 
the 

correction and a letter accompanying the replacement 
sheet, which shall draw attention to the difference between the replaced sliest and the replacement sheet. A correction may be 
stated in a letter only if it is of such a nature that it can be transferred from the letter to the record copy without adversely affecting 
the clarity and direct reproducibility of the sheet onto which the correction is to be transferred (Rule 26.4). 

ATTENTION 

Failure to correct the defects will result in the international application being considered withdrawn by this receiving Office (see 
Rule 26.5 for further details). 

A copy of this invitation and any attachments has been sent to the International Bureau 

[J and the International Searching Authority 

Name and mailing address of the receiving Office Authorized officer 
Mail Stop PCT, Commissioner for Patents 

crnora Rivera P.O. Box 1450, Alexandria, VA 22313-1450 

Facsimile No 703-305-3230 Telephone No. 703-305-3678 

Form PCF/ROJ 106 (January 2003) 
FILE NO:CCF-6374PCATTY:RSW 
DUE DATE:02-09-2004 ( 20040209 
CLEVELAND CLINJ/INIT:( 20040109 
ACTION:10 RES PER:1 M DK1 
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International
 
application No. 

ANNEX A TO FORM PCT/R01106 PCT/U303/3441 1 

The receiving Office has found the following defects in the international application as filed: 

1. As to signature* of the international application (Rules 4.15 and 90.4), the request: 

a. El is not signed 

b. 0 is not signed by all the applicants 

c. is not accompanied by the statement referred to in the check list in Box No. VIII of the request explaining the lack of the 
signature of an applicant for the designation of the United States of America 

d. 0 is signed by what appears to be an agent/common representative but: 

El the international application is not accompanied by a power of attorney appointing him 

0 the power of attorney accompanying the international application was not signed by all the applicants 

e. III other(cpec(Jji): 
power of attorney is unsigned 

All applicants must sign, including inventors if they are also applicants (e.g. where the United States of America is designated). 

2. As to indications concerning the applicant, the request (Rules 4.4 and 4.5): 

a. El does not properly indicate the applicant’s time (spec(5’): 

b. does not indicate the applicant’s address 

c. 0 does not properly indicate the applicant’s address (specify): 

d. 0 does not indicate the applicant’s nationality 

e. does not indicate the applicant’s residence 

f 0 other (specify): 

3. As to the language of certain elements of the international application, other than the description and claims (Rules 12.1(c) 
and 26.3Ier(a) and (c)): 

a. El the request is not in a language of publication accepted by this receiving Office; (the) language(s) accepted by this 
receiving Office is/are: 

b.E1 the text matter of the drawings is not in the language in which the international application is to be published, 
which is: 

c. fl the abstract is not in the language in which the international application is to be published, 
which is: 

4. The title of the invention: 

a. is not indicated in Box No. I of the request (Rule 4.1(a)) 

b. 0 is not indicated at the top of the first sheet of the description (Rule 5.1(a)) 

c. C] as appearing in Box No.1 of the request is not identical with the title heading the description (Rule 5.1(a)) 

5. As to the abstract (Rule 8): 

0 the international application does not contain an abstract 

Form PCT/RO/l 06 (Annex A) (January 2003) 
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PCT 
POWER OF ATTORNEY 

(For an international application filed under the Patent Cooperation Treaty) 

(PCT Rule 90.4) 

The undersigned applicant(s): 

THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

Hereby appoints (appoint) the following person as, Agent 

NAME AND ADDRESS (Family name followed by given name; for a legal entity, 
full, official designation. The address must include 
postal code and name of country) 

WEBORICK, Richard S.; TUNMINO, Barry L.; SUTKUS, Richard A. 
Of the Law Firm 

TAROLLI, SUNDHEIM, COVELL, & TUMNINO L.L.P. 
526 Superior Avenue, Suite 1111 

Cleveland, Ohio 44114 
United States of America 

To represent the undersigned before ALL TEE COMPETENT INTERNATIONAL AUTHORITIES 
in connection with the international application identified below: 

TITLE OF INVENTION; CELL -BASED VEOF DELIVERY 

APPLICANT’S OR AGENT’S FILE REFERENCE: CCF-6374PCT 

INTERNATIONAL APPLICATION NUMBER (if available); 

Filed with the following Office EQ/US as receiving office and to 
make or receive payments on behalf of the undersigned. 

SIGNATURE OF THE APPLICANT(S) (where there are several applicants, each of then 
must sign; next to each signature, indicate the 
name of the person signing and the capacity in 
which the person signs, if such capacity is not 
obvious from reeding the request or this power): 

The Cleveland Clinic Foundation 
Name: David Rowan 
Title: Secretary and General Counsel 

Date 
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PATENT COOPERATION TREAT1 

From the RECEIVING OFFICE 

To: PCT 
RICHARD S. WESORICK 
TAROLLI, SUNDHEIM, COVELL & TUMMINO, LLP 
526 SUPPERIOR AVENUE INVITATION TO CORRECT PRIORITY CLAIM 

SUITE 1111 
CLEVELAND, OHIO 44114 (pa Rules 4.10, 26b1s. 1, 26h1s.2(a) and (b)) 

Date of mailing 
(day/rn onth5tear) 09 Jan 2004 

Applicant’s or agent’s file reference REPLY DUE 

CCF-6374PC1 See item 1 

International application No. International filing date 

PCT/U503/3441 I (day/month/year) 
29 Oct 2003 

THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

The applicant is hereby invited, within the time limit indicated below, to correct, by a notice submitted to this receiving Office, defects 
in the priority claim(s), as indicated in the Annex. 

I. Time limit to respond to this Invitation (Rule 266Lv.1(a)): 

- within 16 months from the (earliest) priority date; or 

- if the (earliest) priority date is changed as a result of the correction or addition of the (earliest) priority claim, within 16 months 
from that (earliest) priority date so changed, 

whichever expires first, provided that such a notice may, in any event be submitted until the expiration of four months from the 
international filing date. 

Failure to respond to this Invitation within the prescribed time limit may result in the priority claim concerned to be considered, 
for the purposes of the procedure under the PCT, not to have been made (Rule 26hLc.2(b)). 

2. In the case where multiple priorities have been claimed, this invitation relates to the following priority claim(s): 

3. A copy of this Invitation is being sent to the International Bureau. 

Name and mailing address of the receiving Office Authorized officer 

Mail Stop PCT, Commissioner for Patents Elnora Rivera 
P.O. Box 1450, Alexandria, VA 22313.1450 

Facsimile No. 703-305-3230 Telephone No. 703-305-3678 

Form PCT/R011 10 (July 1998; reprint January 2000) 

’3(3’ 

FILE NC): OCT-63 7 4PCATTY : RSW 
DUE DATL:02-29-7004 ( 20040229 Cl 



International application No 1 International
ANNEX TO FORM PCT/RO/1 10 PCT/U80313441 1 36 

This receiving Office has found the following defects in the priority claim(s): 

I. Failure to Comply with the Requirements of Rule 4.10 

a National application 

fl Missing indication of the filing date of the earlier application. 

Filing date indicated forthe earlierapplicationdoesnot fall withinthe period of 12 months preceding the international 
filing date. 

[3 Missing indication of the number of the earlier application. 

Missing indication of the country party to the Paris Convention for the Protection of Industrial Property, or of the [I  Memberofihe World Trade Organization that isnot party tothatConvention, in  the earliernational application 
was filed. 

[3 Thecountiy indicated isneither a partyto the Paris Convention forthe Protection of Industrial Property flora Member 
of the World Trade Organization. 

b. [] Regional application 

[3 Missing indication of the filing date of the earlier application. 

[3 Filing date indicated forthe earlierapplication doesnot fall within the period of 12 months preceding the international 
filing date. 

[3 Missing indication of the number of the earlier application. * 

[3 Missingindication ofthe authority entrusted withthegrantiag ofregional patents underthe applicableregional patent 
treaty. 

� [] The authority indicated as the authority entrusted withthegranting ofregionalpatents does not gantregional patents. 

[3 The priority claim in relation to the ARIPO application does not indicate either at least one country party to the Paris 
Convention forthe Protection of Industrial Property, or at least oae Member of the World Trade Organization, for 
which the earlier application was filed. 

c. [3 International application 

[3 Missing indication of the filing date of the earlier application. 

[3 Filing date indicated forthe earlierapplication doesnot fall within the period of 12 months preceding the international 
filing date. 

[3 Missing indication of the number of the earlier application.* 

[3 Missing indication of the receiving Office with which it was filed. 

2. Inconsistency with the Corresponding Indications In the Priority Document* 

a. [3 Inconsistency with regard to the filing date of the earlier application: 

The request indicates: 

The priority document indicates: 

b. [] Inconsistency with regard to the number of the earlier application: 

The request indicates: 

� The priority document indicates: 

c. [3 Inconsistency with regard to the country party to the Paris Convention for the Protection of Industrial. Property or the 
Member of the World Trade Organization in which the national application was filed: 

The request indicates: 

The priority document indicates: 

d. [3 Inconsistency with regard to the authority entrusted with the granting of regional patenar under the applicable regional 
patent treaty: 

The request indicates: 

The priority document indicates: 

e. [3 Inconsistency with regard to the receiving Office with which the international application was filed: 

The request indicates: 

The priority document indicates: 

* Even if this defect is not corrected in response to this Invitation, the priority claim concerned will not be considered not to have been 
made (Rule 26bLc.2(b)). 

Foam PCT/RO/l 10 (Annex) (January 2000) 
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Box No. VI PRIORITY CLAIM 

The priority of the following earlier application(s) is hereby claimed 

Filing date Number Where earlier application is: 
of earlier application of earlier application 

 Ct!  nationalapplication:counor
 (day/montwyear,) ,ember regional application:* international application: 

of INTO regional Office receiving Office 

item (I) 
06 November 2002 

(06.11.02) 60/424,065 US  
item (2) 

30 April 2003 
(30104.03) 10/426,769 US  

item (3) 

item (4) 

------ _T item (5) 

Further priority claims are indicated in the Supplemental Box. 

The receiving Office is requested to prepare and transmit to the International Bureau a certified copy of the earlier application(s) (only 
((the 

earlierapplicationwasfiledwith the Office whichfor the purposes of this internationalapplication is the receiving Office) identified 
above as: 

r, see FXI all items item (1) fl item (2) fl item (3) J item (4) item (5)fl Supplemental Box 
Where 

the earlier application is an ARIPO application, indicate at least one count ryparty to the Paris Conventionfor the Protection of 
Industrial Property orone Member of the WorldTrade Organizationforwhichthatearlierapplicationwasjiled(pule4. 10(’b)(ii)):.. 

Box No. VII INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY 

Choice of International Searching Authority (ISA) (((two or more International 
Searching Authorities are 

competent to carry out the international 
search, indicate the Authority chosen; the two-letter code may be used): 

ISA I U. 

Request to use results of earlier search; reference to that search (((an earlier search has been carried out by or requested from the 
International Searching Authority): 
Date (day/month/year) Number Country (or regional Office) 

30 April 2003 
(30.04.03) 10/426,769 US 

Box No. VIII DECLARATIONS 

The following declarations are contained in Boxes Nos. VIII (i) to (v) (mark the applicable Number of 
check-boxes below and indicate in the right column the number of each type of declaration): declarations 

Box No. VIII (I) Declaration as to the identity of the inventor 

Box No. VIII (ii) Declaration as to the applicant’s entitlement, as at the international filing 
date, to apply for and be granted a patent 

Box No. VIII (iii) Declaration as to the applicant’s entitlement, as at the international filing 
date, to claim the priority of the earlier application 

Box No. VIII (iv) Declaration of inventorship (only for the purposes of the designation of the 
United States of America) 

Box No. VIII (v) Declaration as to non-prejudicial disclosures or exceptions to lack of novelty 
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PATENTE 

CertificaciÆn conforme al TItulo 37, articulo 1.10 del CÆdigo 

de Normas Federales (Si fuera aplicable) 

Etiqueta de remisión par "Correo Expreso" No. EU-712715661tJS 

� Par la presente certifico que el documento o arancel adjunto a 

la presente se deposita en el setvicio de "Correo Expreso al 

Destinatario" del Servicio Postal de Estados tjnidos conforme 

al TItulo 37, artIculo 1.10 del Código de Normas Federales en 

la fecha indicada a continuación y que estÆ destinado a: 

Casillero de PCT, Comisario de Patentes, Casilla de Correo 

1450, Alexandria, Virginia 22313-1450. 

Fecha del depósito: 26 de enero de 2004 

[Firma ilegible] (Firma del remitente del documento o arancel) 

Anita J. Gala (Aclaración de Firma del remitente del documento 

o arancel) 

Fecha de Firma: 26/01/2004 

EN LA OFICINA DE PATENTES Y MARCAS DE ESTADOS UNIDOS 

Solicitante(s) : The Cleveland Clinic Foundation 

Solicitud Internacional N°: PCT/0S03/34411 

Fecha de Presentación Internacional: 29 de octubre de 2003 

Fecha de Prioridad: 6 de noviembre de 2002 
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36* 

Titulo: PROVISION DE VEGF BASADA EN CELEJLAS 

Funcionario Autorizado: Elnora Rivera 

Archivo de Apoderado N°: CCF-63742CT 

CASILLERO PCT, Comisario de Patentes, Casilla de Correo 1450, 

Alexandria, Virginia 22313-1450 

CARTA DE REMISION EN RESPEJESTA A LA INVITACION A CORREGIR 

DEFECTOS EN LA SOLICITUD INTERNACIONAL 

Estimado seæor: 

En respuesta a ía invitación a corregir defectos en ía 

solicitud internacional (Formulario PCT/RO/106) remitida el 9 

de enero de 2004 (copia adjunta) , se adjunta un Poder otorgado 

compíeto para una solicitud internacional firmada por el 

solicitante. 

AdernÆs, en respuesta a la Invitación a Corregir ía 

Reivindicación de Prioridad (Formulario PCT/RO/110) rernitida 

el 9 de enero de 2004 (copia adjunta), encontrarØn ía pÆgina 

sustituto 4 del formulario de Pedido de PCT (Formulario 

PCT/RO/101) que corrige los documentos de prioridad de ía 

siguiente manera: rogamos borrar ía Solicitud  No 60/405.274 

presentada el 22 de agosto de 2002. Este nümero de solicitud 

se ingresó incorrectaniente. 
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Rogamos debitar todos los aranceles necesarios para la 

presentación de este documento de nuestra Cuenta de Depósito 

No 20-0090. 

Respetuosamente presentado, 

[Firma ilegible], Richard S. Wesorick, Reg. No 40.871 

TAROLLI, SUNDREIN, COVELL & TUMMINO LLP 

526 Superior Avenue, Suite 1111 

Cleveland, Ohio 44114-1400 

TelØfono: (216) 621-2234 

Fax (216) 621-4072 

is 
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TRATADO DE COOPERACION SOBRE PATENTES 

PCT 

INVITACION A CORREGIR DEFECTOS EN LA SOLICITUD INTERNACIONAL 

(Clausulas 3(4)(i) y 14(1) y Norma 26 del PCT) 

De la Oficina Receptora 

Para: Richard S. Wesorick 

Tarolli, Sundheim, Covell & Turnmino LLP 

526 Superior Avenue, Oficina 1111 

Cleveland, Ohio 44114 

Fecha de Remisión (dia/rnes/ano) : 9 de enero de 2004 

Referencia de archivo del solicitante o agente: CCF-6374PCT 

VENCINIENTO PARA CONTESTACION dentro de 1 mes/dia desde la 

fecha de remisión indicada anteriormente. 

Solicitud Iriternacional No.: PCT/US03/34411 

Fecha de presentaciÆn (dia/mes/ano) 29 de octubre de 2003 

Solicitante: THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

1. [x] Por la presente se invita al solicitante a que dentro 

del plazo indicado anteriormente, corrija, en la solicitud 

internacional presentada, los defectos que se especifican en 

el adjunto: 

[x] Anexo A 

[1 Anexo Bi (texto de la solicitud internacional presentada) 
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[] Anexo Cl (dibujas de la solicitud internacianal presentada) 

2. []Por la presente se invita al solicitante a que dentro del 

plaza indicada anteriarmente, carrija, en la traduccion de la 

salicitud internacianal presentada canfarme a la Norma 12.3 a 

12.4, las defectos que se especifican en el adjunta: 

[J Anexa A 

[] Anexa Bi (texta de la traducciÆn de la salicitud 

internacional) 

[J Anexa Cl (dibujas de traducción de la salicitud 

internacianal) 

Observacianes Adicionales (Si es necesaria) 

CONO SE CORRIGEN LOS DEFECTOS? 

La carrecciÆn debera presentarse presentanda una pÆgina de 

41 reexnplaza que incarpare la carrección y una carta que acampafle 

a la pØgina de reemplazo, que llamarÆ la atencion hacia las 

diferencias entre la pÆgina reemplazada y la pÆgina de 

reemplaza. Se padrÆ indicar una carrecciôn en la carga 

salamente si es de tal naturaleza que se puede trasladar de la 

carta a la capia de archiva sin que afecte negativamente la 

claridad y la capacidad de repraducción directa de la pÆgina a 

la cual se debe trasladar la carrección. (Norma 26.4) 



ATENCION 

La falta de correcciôn de los defectos ocasionarÆ que la 

solicitud internacional se considere abandonada por la Oficina 

receptora (vØase Norma 26.5 para mayores detalles) 

Se ha enviado una copia de esta invitación y de todos los 

documentos adjuntos a la Oficina Internacional 

[x] y a la Autoridad de Büsqueda Internacional. 

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: Elnora Rivera. Tel: 703-305-3678 

Formulario PCT/RO/106 (enero de 2003) 
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ANEXO AL FORMULARIO PCT/RO/106 

Salicitud Internacional No PCT/082003/34411 

La Oficina Receptara ha encontrada los siguientes defectos en 

la solicitud internacional presentada: 

1. En cuanto a la firma* de la solicitud internacional (Normas 

4.15 y 90.4), el pedido: 

a. {] no estØ firmado 

b. [1 no estÆ firmado par todos los solicitantes 

c. [1 no estØ acompanado por una declaración jurada citada en 

la lista de verificación del Casillero N° VIII del pedido que 

explique la ausencia de la firma de un solicitante pars la 

designación de Estados Unidos. 

d. [] estÆ firmado por alguien que aparentemente es el 

agente/representante pero: 

[] la solicitud internacional no estÆ acompaæada par un poder 

que 10 designe 

[J el poder que acompana a la solicitud internacional no fue 

firmado par todos los solicitantes 

[x] otros (especifique) el poder no estÆ firmado 

* Deben firmar todos los solicitantes, incluyenda los 

inventores si tambiØn son solicitantes (par ejemplo, cuando se 

designa a Estados Unidos) 



2. En cuanto a la indicación referida al solicitante, e1 

pedido (Norruas 4.4 y 4.5): 

a. [] no indica correctamente el nombre del solicitante 

(especifique) 

b. [] no indica el domicilio del solicitante 

c.[] no indica correctamente el domicilio del solicitante 

(especifique) 

d. [1 no indica la nacionalidad del solicitante 

e. [] no indica el domicilio real del solicitante 

f. [] otro (especifique) 

3. En cuanto al idioma de ciertos elementos de la solicitud 

internacional, que no son la memoria descriptiva y las 

reivindjcaciones (Normas 12.1(c) y 26.3ter(a) y (c)) 

a. [J el pedido no estÆ en el idioma de publicación aceptado 

por la Oficina receptora; el idioma aceptado por la Oficina 

receptora es/son: 

b. [] el texto de los dibujos no estÆ en el idioma en el cual 

se debe publicar la solicitud internacional, que es: 

C. [1 el resumen no estÆ en el idioma en el cual se debe 

publicar la solicitud internacional, que es: 

4. El tItulo de la invenciÆn: 



0 
a. [J no se indica en el Casillero N°1 del pedido (Norma 

4.1(a)) 

b. [1 no se indica en la parte superior de la primera pÆgina 

de la memoria descriptiva (Norma 5.1(a)) 

C. [1 que aparece en el Casillero No 1 del pedido no es 

idØntico al titulo que encabeza la memoria descriptiva (Norma 

5.1 (a)) 

5. En cuanto al resumen (Norma 8) 

[] la solicitud internacional no contiene un resumen. 
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PCT 

iQs1iJ*J 

(Para una solicitud internacional presentada conforme al 

Tratado de Cooperación en Materia de Patentes) 

(Norma 90.4 del PCT) 

El solicitante firmante: 

’ THE CLIEVELAND CLINIC FOUNDATION 

Por la presente desinga (designan) a la siguiente persona 

como: Agente 

NOMBRE Y DOMICILIO (Apellido seguido par el nombre; para una 

persona juridica, razÆn social completa. El domicilio debera 

inci2ir el cOdigo postal y el nombre del pals) 

WESORICK, Richard S.; TUMMINO, Barry L.; SUTKUS, Richard A. 

Del Estudio Jurldico 

TAROLLI, SUNDHEIM, COVELL & TUMMINO LLP 

526 Superior Avenue, Suite 1111 

Cleveland, Ohio 44114 

Estados tjnidos 

Para que representen al firinante ante TODAS LAS AUTORIDADES 

INTERNACIONALES COMPETENTES en relacian con la solicitud 

internacional que se identifica a continuaciÆn: 

TITULO DE LA INVENCION: PROVISION DE VEGF BASADA EN CELULAS 

REFERENCIA DE ARCHIVO DEL SOLICITANTE 0 AGENTE: CCF-6374PCT 
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SOLICITTJD INTERNACIONAL NCIMERO (si corresponde) 

Presentada ante la siguiente Oficina: RO/US, coma la Oficina 

receptora y para que realicen a reciban pagos en 

representaciOn del firmante: 

FIRMA DEL SOLICITANTE(S) : (cuando haya varios solicitantes, 

cada uno de ellos debe firmar; a continuaciÆn de cada firma, 

indique el nombre de la persona que firma y el carÆcter con el 

cual firma la persona, si ese carÆcter no es obvio a partir de 

la lectura del pedido a de este poder) 

[Firma ilegible] 22/1/04 

The Cleveland Clinic Foundation Fecha 

Nombre: David Rowan 

Titulo: Secretario y Consejero General 
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3’) 

TRATADO DE COOPERACION SOBRE PATENTES 

POT 

INVITACION A CORREGIR LA REIVINDICACION DE PRIORIDAD 

(Norruas 4.10, 26bis.1, 26bis.2(a) y (b) del POT) 

De la Oficina Receptora 

Para: Richard S. Wesorick 

Tarolli, Sundheim, Covell & Tummino LLP 

526 Superior Avenue, Oficina 1111 

Cleveland, Ohio 44114 

Fecha de RemisiÆn (dia/mes/aæo) : 9 de enero de 2004 

Referencia de archivo del solicitante o agente: CCF-6374PCT 

VENCINIENTO PARA CONTESTACION vØase el punto 1 

Solicitud Internacional No.: PCT/US03/34411 

Fecha de presentación (dia/rnes/aflo) : 29 de octubre de 2003 

Solicitante: THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

Por la presente se invita al solicitante a que, dentro del 

plazo indicado a continuacion, corrija, mediante una 

notificaciÆn a la Oficina receptora, los defectos en la 

reivindicación de prioridad que se indican en el Anexo. 

1. El plazo para contestar a esta invitación (Norma 

26bis.1(a)) 
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- dentro de 16 meses desde la fecha de prioridad (mÆs 

antigua); a 

- si la fecha de prioridad (mÆs antigua) se cambia como 

consecuencia de la carrección a el agregado de la 

reivindicación de prioridad (mÆs antigua) , dentro de 16 meses 

desde la fecha de prioridad (mÆs antigua) asi cambiada, 

la que vence prilnero, siempre que esa notificación pueda, en 

cualquier caso, presentarse hasta el vencimiento de cuatro 

meses desde la fecha de presentacion internacional. 

La falta de contestaciÆn a esta Invitación, dentro del plazo 

establecido podrÆ derivar en que se considere que la 

reivindicación de prioridad citada, para los propÆsitos de los 

procedimientos conforne al POT, no se ha hecho (Norma 

26bis.2(b)) 

2. En el caso de que se hayan reivindicado varias prioridades, 

esta Invitación se relaciona con la siguiente reivindicación 

de prioridad: 1 

3. Se rernite una copia de esta InvitaciÆn a la Oficina 

internacional. 

Noinbre y domicilio de la Oficina receptora: 

Oasillero de POT, Oomisario de Patentes, Oasilla de Oorreo 

1450, Alexandria, Virginia 22313-1450 

Fax N° 703-305-3230 

Funcionario Autorizado: Elnora Rivera. Tel: 703-305-3678 
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ANEXO AL FORMfJLARIO PCT/RO/110 

Solicitud Internacional N° PCT/US200334411 

Esta Oficina receptora ha encontrado los siguientes defectos 

en la reivindicaciÆn de prioridad: 

1. No se cumple con las disposiciones de la Norma 4.10 

a. [x] solicitud nacional 

[1 Falta la indicación de is fecha de presentación de la 

solicitud anterior 

[x] La fecha de presentación indicada para is solicitud 

anterior no estÆ dentro del plazo de 12 meses anteriores a la 

fecha de presentacion internacional 

[] Falta la indicación del nümero de la solicitud anterior.* 

[] Falta la indicaciôn del pals parte de is Convención de 

Paris para is Protección de la Propiedad Industrial, o del 

Miembro de la Organización Nundial del Comercio que no es 

parte de esa Convención, en el cual se presentó la solicitud 

nacional anterior 

1] El pals indicado no es ni parte de la ConvenciÆn de Paris 

para la Protección de la Propiedad Industrial ni Miembro de is 

Organización Mundial del Comercio 

b. [] Solicitud Regional 

[1 Falta la indicación de is fecha de presentación de is 

solicitud anterior 
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[] la Fecha de presentación indicada para la solicitud 

anterior no estÆ dentro del plaza de 12 ineses anteriores a la 

fecha de presentación internacional 

[1 Falta la indicación del nümero de la solicitud 

[] Falta la indicación de la autoridad encargada de la 

concesión de patentes regionales conforme al tratado de 

patentes regionales aplicable. 

S[] La autoridad indicada coma la autoridad encargada de la 

concesiÆn de patentes regionales no concede patentes 

regionales 

[] La reivindicacion de prioridad en relacion con la solicitud 

ARIPO no indica al menos un pals parte de la Convención de 

Paris para la Protección de la Propiedad Industrial a al menos 

un Miembro de la Organización Mundial del Cornercio, para el 

cual se presentó la solicitud anterior 

5 c. [] Solicitud Internacional 

[] Falta la indicación de la fecha de presentaciÆn de ia 

solicitud anterior 

[] La fecha de presentación de la solicitud anterior no estØ 

dentro del plaza de 12 meses anteriores a la fecha de 

presentación internacional 

[1 Falta la indicación del nümero de la solicitud anterior.* 

[1 Falta la indicación de la Oficina receptora ante la cual se 

presentó. 
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2. Inconsistencia con las Indicaciones Correspondientes en el 

Documento de Prioridad* 

a. [] Inconsistencia con respecto a la fecha de presentación 

de la solicitud anterior 

El pedido indica: 

El documento de prioridad indica: 

b. [] Inconsistencia con respecto al nümero de la solicitud 

anterior 

El pedido indica: 

El documento de prioridad indica: 

C. [] Inconsistencia con respecto al pals parte do la 

ConvenciÆn de Paris para la ProtecciÆn de la Propiedad 

Industrial o al Mierubro de la Organización Mundial del 

Comercio en el cual se presentó la solicitud nacional: 

El pedido indica: 

El documento de prioridad indica: 

d. [J Inconsistencia con respecto a la autoridad encargada de 

conceder patentes regionales conforme al tratado de patentes 

regionales aplicable 

El pedido indica: 

El documento de prioridad indica: 
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e. [] Inconsistencia con respecto a la Oficina recptora ante 

la cual se presentó la solicitud internacional 

El pedido indica: 

El documento de prioridad indica: 

*Aün cuando este defecto no se corrija en la contestación a 

esta InvitaciÆn, no se considerara que la reivindicaciÆn de 

prioridad citada no se ha hecho. (Norma 26bis.2(b)) 



30’ 

PÆgina NO 4 

Casillero N°VI REIVINDICACION DE PRIORIDAD 

Por la presente se reivindica prioridad de la siguiente 

solicitud(es) anterior: 

Fecha de Næmero de Cuando la solicitud anterior es: 

presentación la solicitud solicitud solicitud 

de la solicitud nacional: regional:* internacional: 

solicitud anterior pals o Oficina Oficina 

anterior Miembro regional receptora 

(dIa/mes/aflo) de WTO 

Item (1) 60/424.065 Estados 

Uni dos 

Item (2) 10/426.769 Estados 

30 de abril Unidos 

de 2003 

(30-04-03) 

Item (3) 

item (4) 

Item (5) 

Se indican otras reivindicaciones de prioridad en el 

Casillero Complementario 

Se solicita a la Oficina receptora que prepare y transmita a 

la Oficina Internacional una copia autenticada de la 

solicitud(es) anterior (solamente si la solicitud anterior se 



19 

presentó ante la Oficina que pars los propo’sitos de is 

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 is solicitud anterior sea una solicitud ARIPO, es 

obiigatorio indicar en el Casillero Supiementario al menos un 

pals miembro de la Convención de Paris pars la Proteccidn de 

40  la Propiedad Industrial pars el cuai se presentó is solicitud 

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

Casillero N°VII AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL 

Elección de la Autoridad de Büsqueda Internacional (ISA) (Si 

dos o mÆs Autoridades de Büsqueda Internacional son corapetentes pars 

realizar la bsqueda internacional, indique la Autoridad eIegida; puede 

cddigo de dos Ietras) : ISA/US 

Pedido de uso de los resultados de una büsqueda anterior; 

referenda a esa büsqueda (si se ha realizado una büsqueda 

anterior o si Østa ha sido solicitada a la Autoridad de 

Büsqueda Internacional) 

Fecha (dia/mes/aæo) Nümero 

30 de abril de 2003 10/426.712 

Pals (u Oficina regional) 

Estados Unidos 

(30/04/03) 



20 

Casillero N°VIII DECLARACIONES JURADAS 

Las siguientes declaraciones juradas estÆn 

contenidas en los Casilleros VIII(i) a (v) 

(marcar los casilleros de verificación 

aplicables siguientes e indicar en la columna 

de la derecha el nÆmero de cada tipo de 

declaracidn) 

[]Casillero N°VIII(i) 

[]Casillero N°VIII(ii) 

[]Casillero N°VIII(iii) 

DeclaraciOn sabre la 

identidad del 

inventor 

Declaraciones sabre 

derecho del 

solicitante, a la 

fecha de presentación 

internacional, de 

presentar solicitudes 

y que se le conceda 

una patente 

Declaracion sabre el 

derecho del 

Solicitante, a la 

fecha de presentación 

Nümero de 

declaraciones 

internacional, de 
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reivindicar prioridad 

de la solicitud 

anterior 

{] Caillero N°VIII (iv) Declaración de 

carÆcter de inventor 

(solamente para los 

propósitos de la 

designación de 

Estados Unidos) 

[] Casillero N°VIII (v) Oeclaración sobre 

revelaciones no 

perjudiciales o 

excepciones a la 

falta de novedad 
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PATENT COOPERATION TREATY 

FEB 1 9 Z004 

NOTIFICATION OF RECEIPT OF 
RECORD COPY 

(PCT Rule 242(a)) 

From the INTERNATIONAL BUREAU 

To: 

WESORICK, Richard, S. 
Tarolli, Sundheim, Covell & 
Tummino, LLP 
Suite 1111 
526 Superior Avenue 
Cleveland, OH 44114 
Jnited States of America 

Date of mailing (day/rnontlifyear) 

06 February 2004 (66.02.2004) IMPORTANT NOTIFICATION 

Applicants or agenfs file reference 

CCF-6374PCT 

International application No. 

PCT/US2003/03441 1 

T lie applicant is I iereby notified that (he I liter national But eau has received the i ecoi d copy of the inter nation a I a ppl i cation as 
detailed below. 
Name(s) of the applicant(s) and State(s) for which they are applicants: 

THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION(alI designated Stales) 

International filing date 
Priority date(s) claimed 

Date of receipt of the record copy 
by the International Bureau 

List of designated Offices 

29 October 2003 (29.10.2003) 
22 August 2002 (22.08.2002) 
06 November 2002 (06.11.2002) 
30 April 2003 (30.04.2003) 

12 January 2004 (12.01.2004) 

AP GH,GM,KE,LS,MW,MZ,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW 
EA :AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM 
EP :AT,BE,BG,CrI,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 
National :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,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU, 
LV,MA,MD,MG,MK,MN,MW,MX,MZ,NI,NO,NZ,OM,PG,PH,PL,PT,RO,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SY,TJ, 
TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,UZ,VC,VN,YU,ZA,ZM,ZW 

The international filing date being more than 12 months after the (earliest) priority date, the applicant has been invited by the 
receiving Office or the International Bureau to correct the priority claim. Failure to do so shall result in the priority claim 
being considered by the receiving Office or the International Bureau, as the case may be, not to have been made. 

The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Cotombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 

Authorized officer: 

- 
............Made-JosØ

 DEVILLARb (Fax 
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Continuation of Form PCT/IB/301 

NOTIFICATION OF RECEIPT OF RECORD COPY 

Date of mailing (day/month/year) 

06 February 2004 (06.02.2004) IMPORTANT NOTIFICATION 

Applicant’s or agents tile reference International application No. 

CCF-6374PCT PCT/US2003/03441 1 

ATTENTION 
The applicant should carefully check the data appearing in this Notification. In case of any discrepancy between these data 
and the indications in the international application, the applicant should immediately inform the International Bureau. 

Inaddition, the applicant’s attention is di awn to the information contained in the Annex, relating to: 

tune limits for entry into the national phase - see updated important iTiformatior, (as of April 2002) 

confirmation of precautionary designations (if applicable) 

requirements regarding priority  documents (if applicable) 

A copy of this Notification is being sent to the receiving Office and to the Intel national Searching Authority. 
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ANNEX 10 FORM P011111301 PCT/US2003/03441 1 

INFORMATION ON TIME LIMITS FOR ENTERING THE NATIONAL PHASE 

The applicant is reminded that the "national phase" must be entered before each of the designated Offices indicated on 
the cover sheet of this Notification by paying national fees and furnishing translations, as prescribed by Articles 22 and 39 and 
the applicable national laws. In addition, the applicant may also have to comply with other special requirements applicable 
in certain Offices. It is the applicants responsibility to ensure the necessary steps to enter the national phase ale taken in a 
timely fashion. Most Offices do not issue reminders to applicants in connection with the entry into the national phase. 

The applicable time limit 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 where ad emand  for international preliminary 
examination is filed before the expiration of 19 months from the priority date (see Article 39(l)), but also in respect of any 
designated Office, in the absence of filing of such demand, where Article22(1) as modified with effect from 1 April 2002 
applies in respect of that designated Office. For further details, see POT Gazette No. 4412001 of 1 November 2001, pages 19926, 
19932 and 19934, as well as the PCT Newsletter, October and November 2001 and February 2002 issues. 

In practice, time limits other than the 30-month time limit will continue to apply, for various periods of time, in respect of 
certain designated or elected Offices. For regular updates on the applicable time limits (20, 21,30 or 31 months, or other 
time limit), Office by Office, refer to the PCT Gazette(" Section IV’ part published on a weekly basis), to the PCT Newsletter 
(on a monthly basis) and to the relevant  Natioria I Chapters ill Volu rue II of the PCI Applicant’s Guide (the paper version of 
which is updated usually twice a year and the Internet version of which is updated usually on a weekly basis). Finally, a 
cumulative table of all applicable time limits for entering the national phase is available Iron; WIPO’s Internet site, via links 
from various pages the site including those of the Gazette, Newsletter and Guide, at l;ttp://www.wipo.int/pctlon/index.html. 

Information  about the r equi I emerits for filing a demand for international preliminary examination is set out in the POT 
Applicant’s Guide, Volume I/A, Chapter IX. Note that only an applicant who is a national or resident of a PCT Contracting 
State which is bound by Chapter If has the right to file a demand for international preliminary examination (at present, all 
PCT Contracting States are bound by Chapter II). 

CONFIRMATION OF PRECAUTIONARY DESIGNATIONS 

This notification lists only specific designations made under Rule 4.9(a) in the request. It is important to check that these 
designations are correct Errors in designations can be corrected where precautionary designations have been made under 
Rule 4.9(b). The applicant is hereby reminded that any precautionary designations may be confirmed according to Rule 4.9(c) 
before the expiration of 15 months from the priority date (this time limit may not be extended). If it is not confirmed, it will 
automatically be regarded as withdrawn by the applicant. There will be no reminder and no invitation. Confirmation of a 
designation consists of the filing of a notice specifying the designated State concerned (with indication of the kind of protection 
or treatment desired) and the payment of the designation and confirmation fees. The Notice of confirmation and payment 
must reach the receiving Office within the 15 -month time limit. 

REQUIREMENTS REGARDING PRIORITY DOCUMENTS 

For applicants who have not yet complied with the requirements regarding priority documents, the following is recalled. 

Where the priority of an earlier national, regional or international application is claimed, the applicant must submit a copy 
of the said earlier application, certified by the authority with which it was filed (’the priority document") to the receiving Office 
(which will transmit it to the International Bureau) or directly to the International Bureau, before the expiration of 16 months from 
the priority date, provided that any such priority document may still be submitted to the International Bureau before that date of 
international publication of the international application, in which case that document will be considered to have been received 
by the International Bureau on the last day of the 16-month time limit (Rule 17.1(a)). 

Where the priority document is issued by the receiving Office, the applicant may, instead of submitting the priority 
document request the receiving Office to prepare and transmit the priority document to the International Bureau. Such request 
must be made before the expiration of the 16-month time limit and may be subjected by the receiving Office to the payment 
of a fee (Rule 17.1(b)). 

If the priority document concerned is not submitted to the International Bureau or if the request to the receiving Office 
to prepare and transmit the priority document has not been made (and the corresponding fee, if any, paid) within the applicable 
time limit indicated under the preceding paragraphs, any designated State may disregard the priority claim, provided that no 
designated Office may disregard the priority claim concerned before giving the applicant an opportunity, upon entry into the 
national phase, to furnish the priority document within the time limit which is reasonable under the circumstances. 

Where several priorities are claimed, the priority date to be considered for the purposes of computing the 1 6-month time 
limit is the filing date of the earliest application whose priority is claimed. 
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PATENT COOPERATION TREATY 
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RECORD COPY 

(PCT Rule 42( IF 

FEB 0 6 2004 

From the INTERNATIONAL BUREAU 

To: 

WESORICK, Richard, S. 
Tarolli, Sundheim, Covell & 
Tummino, LLP 
Suite 1111 
526 Superior Avenue 
Cleveland, OH 44114 
United States of America 

IAII()Ll CUl’JP’l 1F1f4 
S9YLLL&FUMMINo  

Date of mailing (day/month/year) / 

27 January 2004 (27.01.2004) 9 IMPORTANT NOTIFICATION 

Applicart’s or agents file reference jifieroational application No. 

CCF-6374PC1 PCT/U52003/034411 

The applicant is hereby notified that the International Bureau has received the record copy of time international application as 
detailed below. 
Name(s) of the applicant(s) and State(s) for which they are applicants: 

THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION(alI designated States) 
International filing date 29 October 2003 (29.10.2003) 
Priority date(s) claimed : 22 August 2002 (22.08.2002) 

06 November 2002 (06.11.2002) 
30 April 2003 (30.04.2003) 

Date of receipt of the record copy 
by the International Bureau 12 January 2004 (12.01 .2004) 
List of designated Offices 

AP :GH,GM,KE,LS,MW,MZ,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW 
,EA :AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM 
EP :AI,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FH,GB,GR,HU,IE,IT,LU,MC,NL,PT,RO,SE,SI,SK,TR 
OA :BF,BJ,CF,CG,Cl,CM,GA,GN,GO,GW,ML,MR,NE,SN,TD,IG 
National :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,G8,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU, 

a 

LV,MA,MD,MG,MK,MN,MW,MX,MZ,NI,NO,NZ,OM,PG,PH,PL,PI,RO,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SY,TJ, 
S IM,IN,TR,1T,IZ,UA,UG,UZ,VC,VN,YU,ZA,ZM,ZW 

The international filing date being more than 12 months after the (earliest) priority date, the applicant has been invited by the 
receiving Office or the International Bureau to correct the priority claim. Failure to do so shall result in the priority claim 
being considered by the receiving Office or the international Bureau, as the case may be, not to have been made. 

The International Bureau oIWIPO 
Authorized officer: 

34, chernin des Coiombettes Marie-JosØ DEVI LLARD (Fax 
1211 Geneva 20, Switzerland I // 

rth, 1,11 ’rji QQO OAQO 
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NOTIFICATION OF RECEIPT OF RECORD COPY 

Date of mailing (day/month/year) 

27 January 2004 (27.01.2004) IMPORTANT NOTIFICATION 

Applicants or agents file reference International application No. 

CCF-6374PCT I PCT/US2003103441 1 

ATTENTION 
The applicant should carefully check the data appearing in this Notification. In case of any discrepancy between these data 

and the indications in the international application the applicant should immediately inform the International Bureau. 

In addition, the applicants attention is drawn to the information contained in the Annex, relating to: 

[] time limits for entry into the national phase - see updated important information (as of April 2002) 

confirmation of precautionary designations (if applicable) 

LIIrequirements regarding priority documents (if applicable) 

A copy of this Notification is being sent to the receiving Office and to the International Searching Authority. 
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International application No. 
ANNEX TO FORM PCT/IR/301 PCT/US2003/03441 1 

INFORMATION ON TIME LIMITS FOR ENTERING THE NATIONAL PHASE 

The applicant is reminded that the "national phase" must be entered before each of the designated Offices indicated on 
the cover sheet of this Notification by paying national fees and furnishing translations, as prescribed by Articles 22 and 39 and 
the applicable national laws. In addition, the applicant may also have to comply with other special requirements applicable 
in certain Offices. It is the applicant’s responsibility to ensure the necessary steps to enter the national phase are taken in a 
timely fashion. Most Offices do not issue reminders to applicants in connection with the entry into the national phase. 

The applicable time limit for entering the national phase will, subjectto what is said in the following paragraph, be 
30 MONTHS from the priority date, not only in respect of any elected Office where a demand for international preliminary 
examination is filed before the expiration of 19 months from the priority date (see Article 39(1)), but also in respect of any 
designated Office, in the absence of filing of such demand, where Article22(1) as modified with effect from 1 April 2002 
applies in respect of that designated Office. For further details, see PCT Gazette No. 44/2001 of 1 November 2001, pages 19926, 
19932 and 19934, as well as the PCT Newsletter, October and November 2001 and February 2002 issues. 

In practice, time limits otherthan the 30-month time limit will continue to apply, for various periods of time, in respect of 
certain designated or elected Offices. For regular updates on the applicable time limits (20,21.30 or 31 months, or other 
time limit), Office by Office, refer to the PCT Gazette("Section IV" part published on a weekly basis), to the PCT Newsletter 
(on a monthly basis) and to the relevant National Chapters in Volume II of the PCT Applicant’s Guide (the paper version of 
which is updated usually twice a year and the Internet version of which is updated usually on a weekly basis). Finally, a 
cumulative table of all applicable time limits for entering the national phase is available from WIPO’s Internet site, via links 
from various pages the site including those of the Gazette, Newsletter and Guide, at http://www,wipo.int/pct/en/index.html. 

Information about the requirements for filing a demand for international preliminary examination is set out in the PCT 
Applicant’s Guide, Volume I/A, Chapter IX. Note that only an applicant who is a national or resident of a PCT Contracting 
State which is bound by Chapter II has the right to file a demand for international preliminary examination (at present, all 
PCT Contracting States are bound by Chapter II). 

CONFIRMATION OF PRECAUTIONARY DESIGNATIONS 

This notification lists only specific designations made under Rule 4.9(a) in the request It is important to check that these 
designations are correct. Errors in designations can be corrected where precautionary designations have been made under 
Rule 4.9(b). The applicant is hereby reminded that any precautionary designations may be confirmed according to Rule 4.9(c) 
before the expiration of 15 months from the priority date (this time limit may not be extended). If it is not confirmed, it will 
automatically be regarded as withdrawn by the applicant. There will be no reminder and no invitation. Confirmation of a 
designation consists of the filing of a notice specifying the designated State concerned (with indication of the kind of protection 
or treatment desired) and the payment of the designation and confirmation fees. The Notice of confirmation and payment 
must reach the receiving Office within the 115 -month time limit. 

REQUIREMENTS REGARDING PRIORITY DOCUMENTS 

For applicants who have not yet complied with the requirements regarding priority documents, the following is recalled. 

� Where the priority of an earlier national, regional or international application is claimed, the applicant must submit a copy 
of the said earlier application, certified by the authority with which it was filed ("the priority document") to the receiving Office 
(which will transmit it to the International Bureau) or directly to the International Bureau, before the expiration of 16 months from 
the priority date, provided that any such priority document may still be submitted to the International Bureau before that date of 
international publication of the international application, in which case that document will be considered to have been received 
by the International Bureau on the last day of the 16-month time limit (Rule 17.1 (a)). 

Where the priority document is issued by the receiving Office, the applicant may, instead of submitting the priority 
document, request the receiving Office to prepare and transmit the priority document to the International Bureau. Such request 
must be made before the expiration of the 16-month time limit and may be subjected by the receiving Office to the payment 
of   fee (Rule 17.1(b)). 

If the priority document concerned is not submitted to the International Bureau or if the request to the receiving Office 
to prepare and transmit the priority document has not been made (and the corresponding fee, if any, paid) within the applicable 
time limit indicated under the preceding paragraphs, any designated State may disregard the priority claim, provided that no 
designated Office may disregard the priority claim concerned before giving the applicant an opportunity, upon entry into the 
national phase, to furnish the priority document within the time limit which is reasonable under the circumstances. 

Where several priorities are claimed, the priority date to be considered for the purposes of computing the 16-month time 
limit is the filing date of the earliest application whose priority is claimed. 
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TRATADO DE 000PERACI6N EN MATERIA DE PATENTES 

ACUSE DE RECIBO DE COPIA DE ARCJ-IIVO 

(PCT, Norma 24.2(a)) 

[Sello] RECIBIDO. 19 de febrero de 2004. Tarolli, Sundheim, 

Covell & Tuminino LLP 

De: Oficina Internacional 

Para: WESORICK, Richard S. 

Tarolli, Sundheim, Covell & Turnmino LLP 

Oficina 1111 

526 Superior Avenue 

Cleveland, Ohio 44114 

Estados Unidos 

Fecha de envio (dia,mes,ano) : 6 de febrero de 2004 (6-02-2004) 

NOTIFICACION IMPORTANTE 

Referencia de archivo de Solicitante 0 agente: CCF-6374PCT 

Solicitud Internacional No: PCT/U503/34411 

Por la presente se notifica al solicitante que la Oficina 

Internacional ha recibido la copia del registro de 

presentacion de la solicitud internacional segün el siguiente 

detalle. 



n 

Nombre(s) del(os) Solicitante(s) 

THE CLEVELAND CLILNIC FOUNDATION (para todos los Estados 

designados) 

Fecha de presentación internacional: 29 de octubre de 2003 

(29-10-2003) 

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

02) ; 6 de noviembre de 2002 (6-11-2002) ; 30 de abril de 2003 

(30-04-03) 

Fecha de recepcion de la copia del registro de presentacion 

par la Oficina Internacional: 12 de enero de 2004 (12-01-2004) 

Lista de Oficinas designadas: 

AP: GH,GM,KE,LS,MW,NZ,SD,SL,SZ,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, CU, CZ, DE, DX, DM, DZ, EC, EE, ES, Fl, GB, GD, GE, GH, GM, HR, HO, ID, IL, 

IN,IS,JP,KE,KG,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LV,MA,MD,MG,MK,p4N,Mw, 

MX,MZ,NI,N0,NZ,OM,PG,PH,PL,PT,R0,RU,SC,SD,SE,SG,5K,SL,SY,TJ, 

TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,UZ,VC,VN,Y1J,ZA,ZM,ZW 

La fecha de presentación internacional es mÆs de 12 rueses 

posteriores a la fecha de prioridad (mÆs antigua) , el 

solicitante ha sida invitado par la Oficina receptora a la 

Oficina Internacional a corregir la reivindicacion de 



ii 

prioridad. No hacerlo ocasionarÆ que la Oficina receptora o la 

Oficina Internacional, segón sea el caso, considere que la 

reivindicación de prioridad no se ha hecho. 

La Oficina Internacional de la WIPO, 34, chemin des 

Colorribettes, 1211 Ginebra 20, Suiza. Fax (41-22)338-89.95 

Funcionario autorizado: Marie-JosØ DEVILLARD (Fax 338-8995) 

Tel. (41-22)338-9439 

Formulario PCT/IB/301 (abril de 2002) 

continuación del Formulario PCT/IB/301 

ACUSE DE RECIBO DE COPIA DE ARCHIVO 

Fecha de remisión (dIa/mes/ano) 6 de febrero de 2004 (6-02-

2004) 

NOTIFICACION IMPORTANTE 

40 Referencia de Archivo del Solicitante o Agente: CCF-6374PCT 

Solicitud Internacional N°: PCT/US2003/034411 

ATENCION: 

El solicitante deberØ verificar cuidadosamente los datos que 

figuran en esta notificacian. En caso de discrepancia, entre 

estos datos y los senalados en la solicitud internacional, el 

solicitante deberØ informar a la brevedad a la Oficina 

Internacional. 



Asimismo, se llama la atenciÆn del solicitante sobre la 

información contenida en el Anexo, referida a: 

[X] plazos para el ingreso en fase nacional - vØase la 

información importante actualizada (a abril de 2002) 

[x] ratificaciôn de las designaciones precautorias (si 

corresponde) 

[II requisitos en cuanto a documentos de prioridad (si 

corresponde) 

Se remitirÆ una copia de esta Notificación a la Oficina 

receptora y a la Autoridad de Büsqueda Internacional. 
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ANEXO AL FORMULARIO PCT/IB/301 

Solicitud Internacional N° PCT/US2003/034411 

INFORMACION ACERCA DE LOS PLAZOS PARA INGRESAR EN LA EASE 

NACIONAL 

Se recuerda al Solicitante que se deberÆ ingresar en la "fase 

nacional" ante cada una de las Oficinas designadas indicadas 

en la caratula de esta Notificacion abonando las aranceles 

nacionales y presentando traduccianes, coma la establecen las 

ClÆusulas 22 y 39 y las leyes nacianales aplicables. Asimisma, 

el salicitante tambiØn puede tener que cumplir can atras 

requisitas extraardinarias aplicables en ciertas Oficinas. Es 

respansabilidad garantizar que se ejecutan las pasas 

necesarias pan ingresar en la fase nacianal en forma 

apartuna. La mayor parte de las Oficinas no emiten 

recardatorios a solicitantes en relación can el ingresa en la 

fase nacianal. 

El plaza para ingresar en la fase nacianal serØ, canforme al 

pArrafa siguiente, de 30 1CSES desde la fecha de la prioridad, 

no solarnente con respecto a cualquier Oficina elegida en donde 

un el pedido de examen preliminar internacional se presenta 

con anterioridad al vencimienta del plaza de 19 meses desde la 

fecha de prioridad (vØase la ClÆusula 39(1)), sina tambiØn 



[1 36kb 

con respecto a cualquier Oficina designada, en la ausencia de 

la presentaciOn de ese pedida, dande la OlÆusula 22(1) y sus 

modificaciones con vigencia a partir del 1 de abril de 2002 es 

aplicable con respecto a la Oficina designada. Para inayores 

detalles, vØase el Boletin POT N° 44/2001 del 1 de noviembre 

de 2001, pÆginas 19926, 19932 y 19934, asI coma el Baletin de 

POT, publicacianes de Octubre y Noviembre de 2001 y Febrera de 

2002. 

En la prÆctica, los plazas excepta el plaza de 30 meses 

seguirÆn sienda aplicables, durante diferentes perjadas de 

tiempo, can respecto a ciertas Oficinas designadas a elegidas. 

Para actualizacianes regulares de los plazas aplicables (20, 

21, 30 a 31 meses, u otro plaza) , Oficina par Oficina, yea el 

Baletin de POT (parte "Sección IV" publicada en forma 

semanal), el Baletin de POT (mensual) y los OapItulas 

Nacianales relevantes en Valumen II de la GuIa del Salicitante 

de POT (cuya versiÆn en papel se actualiza habitualmente dos 

veces par aæa y cuya version de internet se actualiza 

generalmente en forma semanal) Finalmente, una tabla 

acumulativa de tadas los plazos para ingresar en la fase 

nacianal estÆ disponible en el de Internet de la WIPO, a 

travØs de los links de diferentes pÆginas, el sitia incluye 

aquellos del BaletIn y la Gula, en 

http://www.wipa.int/pct/en/index.html. 
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La infarrnación acerca de las requisitas para la presentaciÆn 

de un pedida de examen preliminar internacional se expone en 

la Guia del Solicitante de PCT, Valumen I/A, Capitulo IX. 

ObsØrvese que solamente un solicitante que es nativo a 

residente de un Estado Firmante del PCT que estÆ obligado par 

el Capitula II tendrÆ derecha a presentar un pedida de examen 

� preliminar internacianal (en la actualidad, tadas las Estadas 

Firmantes del PCT estÆn abligadas par el CapItula II) 

RATIFICACION DE DESIGNACIONES PRECAUTORIAS 

Esta natificación enumera salamente designacianes especIficas 

hechas canfarne a la Norma 4.9(a) en el pedida. Es impartante 

verificar que estas designacianes sean carrectas. Las errares 

en las designacianes pueden carregirse cuanda se hayan hecha 

designacianes precautarias canfarme a la Norma 4.9(b). Par la 

presente se recuerda al solicitante que se puede ratificar 

cualquier designacian precautaria de acuerda can la Norma 

4.9(c) can anteriaridad al vencimienta de 15 meses desde la 

fecha de priaridad (este plaza no serÆ prorragable) . Si Østa 

no se ratifica, se cansiderara autamØticarriente coma retirada 

par el solicitante. Na habrÆ ningün recardataria ni 

invitación. La ratificación de una designacion cansiste en la 

presentaciÆn de una natificacion que especifica el Estada 

designada en cuestión (can una indicación del tipa de 



protección o tratamiento deseado) y el pago de los aranceles 

de designación y ratificación. La ratificacion debera llegar a 

la Oficina receptora dentro del plazo de 15 meses. 

SITOS CON RESPECTO A LOS DOCUMENTOS DE PRIORIDAD 

Para los solicitantes que aün no han cuinplido 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 deberÆ 

presentar una copia de la solicitud anterior mencionada, 

certificada por la autoridad ante la cual se presentÆ ("el 

documento de prioridad") ante la Oficina receptora (que la 

remitirÆ a la Oficina Internacional) o directamente a la 

Oficina Internacional, con anterioridad al vencimiento de 16 

meses desde la fecha de prioridad, siempre que ningün 

documento de prioridad pueda aün ser presentado ante la 

Oficina Internacional con anterioridad a la fecha de 

publicación internacional, en cuyo caso el documento se 

considerarÆ recibido por la Oficina Internacional el ültimo 

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



Cuando ci documento de prioridad sea ernitido par la Oficina 

receptora, ci solicitante padrÆ, en lugar de presentar el 

documento de prioridad, saiicitar a la Oficina receptara quc 

prepare y remita ci documento de prioridad a la Oficina 

Internacional. Tal pedido deberÆ hacerse can anteriaridad al 

vencimienta del plaza de 16 ineses y padrÆ ser sometida par la 

Oficina receptara al paga de un arancel (Norma 17.1(b)). 

Si ci documento de prioridad referido no se presenta ante la 

Oficina Internacional 0 51 no se ha realizado el pcdida a la 

Oficina receptara dc preparar y remitir ci documento de 

prioridad (y no se ha pagada ci arancel carrespandicnte, si 

carrespondiera) dentra del plaza aplicable indicada canfarmc a 

las pÆrrafas preccdcntcs, cualquicr Estado dcsignada padrÆ 

pasar par alto la rcivindicaciôn dc  prioridad, siempre quc 

ninguna Oficina designada pase par alto la rcivindicación 

prioridad citada anteriarmcntc danda al salicitante la 

oportunidad dc presentar ci documento de prioridad dentra de 

un plaza quc sea razanabie en esas circunstancias. 

Cuando se rcivindiqucn varias priaridadcs, la fecha dc la 

prioridad que se cansiderarØ para las prapósitas de camputar 

ci plazo dc 16 meses scrÆ la fccha dc prcscntaciÆn de la 

salicitud rnÆs antigua cuya prioridad se rcivindica. 

Formuiario PCT/IB/301 (Anexo) (Abril de 2002) 
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TRATADO DE COOPERACION EN NATERIA DE PATENTES 

PCT 

ACUSE DE RECIBO DE COPIA DE ARCHIVO 

(POT, Norma 24.2(a)) 

[Sello] RECIBIDO. 6 de febrero de 2004. Tarolli, Sundheim, 

Covell & Tummino LLP 

ID De: Oficina Internacional 

Para: WESORICK, Richard S. 

Tarolli, Sundheim, Covell & Turrimino LLP 

Oficina 1111 

526 Superior Avenue 

Cleveland, Ohio 44114 

Estados Unidos 

Fecha de envIo (dIa,mes,aflo): 27 de enero de 2004 (27-01-2004) 

NOTIFICACION INPORTANTE 

Referencia de archivo de Solicitante o agente: CCF-6374PCT 

Solicitud Internaciona]. No: PCT/0S03/34411 

Por la presente se notifica al solicitante que la Oficina 

Internacional ha recibido la copia del registro de 

presentaciÆn de la solicitud internacional segün el siguiente 

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

THE CLEVELAND CLILNIC FOUNDATION (para todos los Estados 

designados) 

Fecha de presentación internacional: 29 de octubre de 2003 

(29-10-2003) 

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

02); 6 de noviembre de 2002 (6-11-2002); 30 de abril de 2003 

(30-04-03) 

Fecha de recepciÆn de la copia del registro de presentación 

por la Oficina Internacional: 12 de enero de 2004 (12-01-2004) 

Lista de Oficinas designadas: 

AP: GH,GM,KE,LS,MW,MZ,SD,SL,SZ,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,TE,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, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, Fl, 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,NW 

MX,MZ,NI,NO,NZ,OM,PG,PH,PL,PT,RO,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SY,TJ 

TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,UZ,VC,VN,YU,ZA,ZM,ZW 

La fecha de presentación internacional es mas de 12 meses 

posteriores a la fecha de prioridad (niÆs antigua) , el 

solicitante ha sido invitado por la Oficina receptora 0 la 

Oficina Internacional a corregir la reivindicaciÆn de 
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prioridad. No hacerlo ocasionarÆ que la Oficina receptora o la 

Oficina Internacional, segün sea el caso, considere que la 

reivindicación de prioridad no se ha hecho. 

La Oficina Internacional de la WIPO, 34, chemin des 

Colombettes, 1211 Ginebra 20, Suiza. Fax (41-22)338-89.95 

Funcionario autorizado: Marie-JosØ DEVILLARD (Fax 338-8995) 

Tel. (41-22)338-9439 

Formulario PCT/TB/301 (abril de 2002) 

continuación del Formulario PCT/IB/301 

ACUSE DE RECIBO DE COPIA DE ARCHIVO 

Fecha de rexnisión (dia/mes/ano) 27 de enero de 2004 (27-01-

2004) 

NOTIFICACION IMPORTANTE 

Referencia de Archivo del Solicitante o Agente: CCF-6374PCT 

Solicitud Internacional N°: PCT/US2003/034411 

ATENCION: 

El solicitante deberÆ verificar cuidadosamente los datos que 

figuran en esta notificaciÆn. En caso de discrepancia, entre 

estos datos y los senalados en la solicitud internacional, el 

solicitante debera informar a la brevedad a la Oficina 

Internacional. 
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Asimisino, se llama la atenciÆn del solicitante sobre la 

información contenida en el Anexo, referida a: 

[XI plazos para el ingreso en fase nacional - vØase la 

información importante actualizada (a abril de 2002) 

[x] ratificación de las designaciones precautorias (si 

corresponde) 

[1 requisitos en cuanto a documentos de prioridad (si 

corresponde) 

Se remitirÆ una copia de esta Notificación a la Oficina 

receptora y a is Autoridad de Büsqueda Internacional. 

LI 
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ANEXO AL FORMULARIO PCT/IB/301 

Solicitud Internacional No PCT/tJS2003/034411 

E 

INFORMACION ACERCA DE LOS PLAZOS PARA INGRESAR EN LA FASE 

Se recuerda al Solicitante que se deberÆ ingresar en la "fase 

nacional" ante cada una de las Oficinas designadas indicadas 

en la carÆtula de esta Notificacion abonando los aranceles 

nacionales y presentando traducciones, como lo establecen las 

ClÆusulas 22 y 39 y las leyes nacionales aplicables. Asimismo, 

el solicitante tambien 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 relación con el ingreso en la 

fase nacional. 

El plazo para ingresar en la fase nacional serØ, 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 internaclonal se presenta 

con anterioridad al vencimiento del plazo de 19 meses desde la 

fecha de prioridad (vØase la Clausula 39(1)), sino tambiØn 
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con respecto a cualguier Oficina designada, en la ausencia de 

la presentación de ese pedido, donde la OlÆusula 22(1) y sus 

modificaciones con vigencia a partir del 1 de abril de 2002 es 

aplicable con respecto a la Oficina designada. Para mayores 

detalles, vØase el Boletin POT NO 44/2001 del 1 de noviembre 

de 2001, pÆginas 19926, 19932 y 19934, asi como el Boletin de 

POT, publicaciones de Octubre y Noviernbre de 2001 y Febrero de 

2002. . 

En la prÆctica, los plazos excepto el plazo de 30 meses 

seguirÆn siendc 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, yea el 

Boletin de POT (parte "Sección IV" publicada en forma 

semanal), el Boletin de POT (mensual) y los OapItulos 

Nacionales relevantes en Volumen II de la Gula del Solicitante 

de POT (cuya version en papel se actualiza habitualmente dos 

veces por aæo y cuya versiOn de internet se actualiza 

generalmente en forma semanal) . Finalmente, una tabla 

acumulativa de todos los plazos para ingresar en la fase 

nacional estÆ disponible en el de Internet de la WIPO, a 

travØs de los links de diferentes pÆginas, el sitio incluye 

aquellos del Boletin y la Gula, en 

http://www.wipo.int/pct/en/index.html. 



La información acerca de los requisitos para la presentación 

de un pedido de examen preliminar internacional se expone en 

la Gula del Solicitante de PCT, Volumen I/A, CapItulo IX. 

ObsØrvese que solamente un solicitante que es nativo o 

residente de un Estado Firruante del PCT que estÆ obligado por 

el Capitulo II tendrÆ derecho a presentar un pedido de examen 

preliminar internacional (en la actualidad, todos los Estados 

Firmantes del PCT estÆn obligados por el CapItulo II) 

RATIFICACION DE DESIGNACIONES PRECAUTORIAS 

Esta notificaciôn 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). Par la 

presente se recuerda al solicitante que se puede ratificar 

cualquier designaciôn precautoria de acuerdo con la Norma 

4.9(c) con anterioridad al vencimiento de 15 meses desde la 

fecha de prioridad (este plaza no serÆ prorrogable) . Si Østa 

no se ratifica, se considerara automÆticamente coma retirada 

par el solicitante. No habrÆ ningün recordatoria ni 

invitación. La ratificaciÆn de una designación consiste en la 

presentacion de una notificaciôn que especifica el Estado 

designado en cuestión (con una indicación del tipo de 
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protecciÆn a tratamiento deseado) y el pago de los aranceles 

de designaciOn y ratificaciÆn. La ratificaciÆn deberÆ liegar a 

la Oficina receptora dentro del plaza de 15 meses. 

REQUISITOS CON RESPECTO A LOS DOCUMENTOS DE PRIORIDAD 

Para los salicitantes que aün no han cumplida con los 

requisitas con respecta a los dacumentos 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 la solicitud anterior mencionada, 

certificada por la autoridad ante la cual se presentÆ ("el 

documento de prioridad") ante la Oficina receptora (que la 

remitirÆ a la Oficina Internacional) o directamente a la 

40 Oficina Internacional, con anterioridad al vencimiento de 16 

meses desde la fecha de prioridad, siempre que ningiln 

documento de prioridad pueda aün ser presentado ante la 

Oficina Internacional con anterioridad a la fecha de 

publicación internacional, en cuyo caso el documento se 

considerara recibido par la Oficina Internacional el ültimo 

dia del plazo de 16 meses (Norma 17.1(a)) 
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Cuando el documento de prioridad sea einitido par la Oficina 

receptora, el solicitante podrÆ, en lugar de presentar el 

documento de prioridad, solicitar a la Oficina receptora que 

prepare y remita el documento de prioridad a la Oficina 

Internacional. Tal pedido deberÆ hacerse can anterioridad al 

venciruiento del plaza de 16 meses y padre ser sometida par la 

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

Si el documento de prioridad referido no se presenta ante la 

Oficina Internacional a si no se ha realizado el pedido a la 

Oficina receptora de preparar y remitir el documento de 

prioridad (y no se ha pagado el arancel correspondiente, Si 

correspondiera) dentro del plaza aplicable indicado canfarme a 

los pÆrrafos precedentes, cualquier Estado designado podrÆ 

pasar par alto la reivindicación de prioridad, siernpre que 

ninguna Oficina designada pase par alto la reivindicaciÆn 

prioridad citada anteriormente dando al solicitante la 

oportunidad de presentar el documento de prioridad dentro de 

un plaza que sea razonable en esas circunstancias. 

Cuando se reivindiquen varias prioridades, la fecha de la 

prioridad que se considerarÆ para los propÆsitos de computar 

el plaza de 16 meses serâ la fecha de presentación de la 

solicitud mÆs antigua cuya prioridad se reivindica. 

Formulario PCT/IB/301 (Anexo) (Abril de 2002) 
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Intern. -is] application No. 
WI=N OPON 

T!US0313441 1 

I. Basis of the opinion 

1. With regard to the elements of the international application:* 

the international application as originally filed 

the description: 
pages 1-46 , as originally filed 
pages NONE , filed with the demand 
pages NONE , filed with the letter of  

the claims: 
pages 47-50 as originally filed 
pages NONE , as amended (together with any statement) under Article 19 
pages NONE , filed with the demand 
pages NONE , flied with the letter of 

the drawings: 
pages 1-10 

, as originally filed 
pages NONE 

, filed with the demand 
pages NONE 

, filed with the letter of 

� 

the sequence listing part of the description: 
pages NONE 

, as originally filed 
pages NONE � filed with the demand 
pages NONE 

, flied with the letter of 

2. With regard to the language, all the elements marked above were available or finished to this Authority in the 
language in which the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 
These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

[] the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule23.1 (b)). 

[J the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

[] the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination(under Rules 
55.2 arid/or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the written 
opinion was drawn on the basis of the sequence listing: 

[I] contained in the international application in printed form. 

[I] filed together with the international application in computer readable form. 

furnished subsequently to this Authority in written form. 

furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

46 Fj The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been fünrished. 
The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listini 
has been furnished. 

4. The amendments have resulted in the cancellation of: 

11 the description, pages NONE 

[I] the claims, Nos. NONE 

the drawings, sheets/fig NONE 

5. R This opinion has been drawn as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to in 
this opinion as ’originally filed. 
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V. Reasoned statement under Rule 66.2(a)(ii) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations 

1. STATEMENT 

Novelty O’O 

Inventive Step (IS) 

Industrial Applicability (IA) 

such statement 

Claims 1-29 - YES 

CISus NONE NO 

Claims 

Claims 

YES 

Claims 1-29 - YES 

Claims NONE NO 

2. CITATIONS AND EXPLANATIONS 
Claims 1-29 meet the criteria set out in PCT Article 33(4), for industrial applicability because the subject matter claimed can be made 
or used in industry. 

� Claims 1-29 lack an inventive step under PCT Article 33(3) as being obvious over Suzuki etat. in view of Suet al. and Min et al. 
The claims are directed to methods of stimulating stem cell differentiation in iscliemia damaged tissue by administering stern cells that 
are affected to express VEOF with an agent that causes the stem cells to mobilize from the bone man-ow to peripheral blood of the 
ischernia damaged tissue. Sulwzi teach that VEC3F is a promising reagent for inducing myocardial angiogenesis and show the 
transfection of primary rat skeletal myoblasts with the lunnan VEOF gene, and these myoblasts were injected into rat hen after 
coronary artery occlusion. The VEOF expression was then analyzed and found that its expression resulted in enhanced angiogenesis. 
See Abstract and p. 1-208. They do not specifically teach administering stem cells to iscbemia damaged tissue, but MM teaches the 
transplantation of ES cells into the heart of post-infarcted rats and found that these ES cells showed significant improvement after the 
cell transplantation. See Abstract and p. 291. Furthermore, Su teach that using an adam-associated viral vector to deliver VEOF 
genes to the mouse myocardium resulted in neoungiogenesis in a mouse ischemic heart model. See 13803, 1L column. Accordingly, 
in view of the combined teachings, it would be obvious for one of skill in the art to stimulate stem cell differentiation in isc&mia 
damaged tissue by transplantation of VEGF transduced stem cells. 

1998) 
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WRITtEN OPINION 

(VILE. Certain observations on the international application 

International application No. 

PCT/U80313441 I 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the questions whether the claims are hilly 
supported by the description, are made: 

Claims 1-29 objected to as lacking clarity under PCT Rule 66.2(a)(v) because of the claim are not fully supported by the description. 
The description does not disclose the claimed invention in a manner sufficiently clear and complete for the claimed invention to be 
carried out by a person skilled in the art because: the claims are broadly drawn to the transplantation of stem cells to stimulate the 
stem cell differentiation in iscliemia damaged tissue. However, this lacks clarity because the state of the art of treatment of heart 
disease and gene therapy is found to be unpredictable. In particular, the route of delivery, the cell engraftment, and the amount of 
expression of a particular transgene is found to be unpredictable. The instant claims broadly do not provide specific steps, for 
example, specific routes of delivery, specific vectors, which would provide clarity for the claimed invention. 

Form PCT/IPEA/408 (Box 
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Cómo? Presentando una cantestación par escrita, acampaæada, si 

carrespandiere, par madificacianes canfarme a la Norma 66.3. 

Para la forma e idiama de las modificacianes, vØanse las 

Norinas 66.8 y 66.9. 

Asimisma: Para atra apartunidad para presentar madificacianes, 

vØase la Norma 66.4. 

Para la abligaciôn del examinadar de tener en cuenta las 

modificaciones y/o argumentacianes, vØase la Norma 66.4bis. 

Para una comunicación informal can el examinadar, vØase la 

Norma 66.6. 

Si no se presenta una cantestación, el informe de examen 

preliminar internacianal se establecerÆ sabre la base de esta 

apinión. 

4. El plaza final dentra del cual deberÆ establecerse el 

infarme de examen preliminar internacional canforme a la Norma 

69.2 es: 16/05/2004 

Narnbre y domicilia para carrespandencia de la Autaridad de 

Examen Preliminar Internacianal: 

Casillera de PCT. Atención: IPEA/US 

Camisaria de Patentes 

Casilla de Carreo 1450 

Alexandria, Virginia 22313-1450 

Fax N°: (705) 305-3230 
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Funcionario autorizado: Thaian N. Ton 

TelØfono: 571-272-1600 

OPINION ESCRITA 

Solicitud Internacional No.PCT/0S03/34411 

I. Fundarnento de la opinion 

1. Con respecto a los elementos de la solicitud internacional 

[x] la solicitud internacional presentada originalmente 

[x] la memoria descriptiva: 

pÆginas 1-46 presentadas originalmente 

pÆginas NINGUNA presentadas con el pedido 

pÆginas NINGUNA presentadas con la carta de  

[x] las reivindicaciones 

pÆginas 47-50 presentadas originalmente 

pÆginas NINGUNA enmendadas (junto con toda declaracion) 

conforme a la ClÆusula 19 

pÆginas NINGUNA presentadas con el pedido 

pÆginas NINGUNA presentadas con la carta de  

[x] los dibujos 

pÆginas 1-10 presentadas originalmente 

pÆginas NINGUNA presentadas con el pedido 

pÆginas NINGUNA presentadas con la carta de 
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[J la parte del listado de secuencias de la memoria 

descriptiva: 

pÆginas NINGUNA presentadas originalmente 

pÆginas NINGUNA presentadas con el pedido 

pÆginas NINGUNA presentadas con la carta de 

2. Con respecto al idioma, todos los elementos marcados 

anteriormente estaban disponibles o se proporcionaron a esta 

Autoridad en el idioma en que se presentó la solicitud 

internacional, a menos que se indique 10 contrario en este 

punto. 

Estos eleinentos estaban disponibles o se proporcionaron a esta 

Autoridad en el siguiente idioma: , que es: 

el idioma de la traduccion proporcionada para los 

propósitos de la büsqueda internacional (conforme a la Norma 

23.1(b)) 

S[ ] el idioma de publicación de la solicitud internacional 

(conforme a la Norma 48.3(b)). 

] el idioma de una traducción proporcionada con los 

propósitos del examen preliminar internacional (conforme a la 

Norma 55.2 y/o 55.3). 

3. Con respecto a cualquier secuencia de nucleótidos yb 

aininoÆcidos revelada en la solicitud internacional, el examen 



I. 

preliminar internacional se lleva a cabo sobre la base del 

listado de secuencias: 

1 contenido en la solicitud internacional en forma escrita. 

1 presentado junta con la solicitud internacional en forma 

legible par cornputadara 

I proporcionado posteriormente a esta Autoridad en forma 

escrita. 

proporcionado posteriormente a esta Autoridad en forma 

legible por computadara. 

I Se ha prestado la declaracion jurada segün la cual el 

listado de secuencias escrito proporcionado con posterioridad 

no va mÆs allÆ de la revelacion de la solicitud internacional 

presentada. 

II Se ha prestado la declaracion jurada segün la cual la 

informacian registrada en forma legible par computadora es 

SidØntica al listado de secuencias escrito. 

4. Las modificaciones han dada lugar a la cancelación de: 

{] la menoria descriptiva, pags NINGUNA 

[] reivindicaciones Nos NINGUNA 

[] figuras, pags/figs NINGUNA 

5. [I Este informe se ha establecida coino si (algunas de) las 

modificaciones no se hubieran introducido, ya que se ha 
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considerado que Østas exceden la invención presentada (Norma 

70.2(o)): 

*Las pÆginas de reemplazo que se han presentado ante la 

Oficina receptora en respuesta a una invitación canton-ac a la 

ClÆusula 14 se citan en esta opinion coma "originalmente 

presentadas". 

I OPINION ESCRITA 

Solicitud Internacional N° PCT/CJS3/34411 

V. DeclaraCión fundamentada conforms a la Norma 66.2(a) (ii) 

sobre la novedad, paso inventivo o aplicabilidad industrial; 

citas y explicaciones que fundazuentan dicha declaración. 

1. Declaraoión 

Novedad (N) 

Paso Inventivo (IS) 

Reivindicaciones 1-29 51 

Reivindicaciones NINGUNA NO 

Reivindicaciones NINGUNA Sf 

Reivindicaciones 1-29 NO 

Aplicabilidad industrial (IA) Reivindicaciones 1-29 sI 

Reivindicaciones NINGUNA NO 

2. Citas y Explicaoiones: 

Las reivindicaciones 1-29 cumplen con los criterios 

establecidos en la ClÆusula 33(4) del POT, para la 

aplicabilidad industrial porque el objeto reivindicado puede 

fabricarse a usarse en la industria. 
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Las reivindicaciones 1-29 carecen de paso inventiva conforme a 

la ClÆusula 33(3) del PCT parque son obvias sabre Suzuki et al 

en vista de Su et al y Min et al. Las reivindicaciones que se 

refieren a mØtodos de estimular la diferenciación de celulas 

madre en el tejido danado par la isquemia administrando 

celulas madre que son afectadas para expresar VEGF con un 

agente que hace que las cØlulas madre se movilicen de la 

mØdula ôsea a la sangre periferica del tejida danada par la 

isquernia. Suzuki ensefla que VEGF es un reactivo prometedar 

para inducir la angiagØnesis de rniacardia y muestra la 

transfección de rniablastas esquelØticas de rata primarias can 

el gen de VEGF humano, y estos miablastas se inyectaran en 

carazanes de rata despuØs de la abstrucción de las arterias 

caranarias. La expresión de VEGF luega se analizó y se 

encantrÆ que su expresión derivó en angiagØnesis mejarada. 

VØase el Resuruen y la pÆgina 1-208. Na ensefla especIficamente 

administrar cØlulas madre al tejida danado par isquernia, pera 

Min enseæa el transplante de cØlulas ES en el carazon de ratas 

despues de sufrir un infarto y se descubriô que estas cØlulas 

ES ruastraran una mejara significativa despues del transplante 

de cØlulas. VØase el Resumen y la pÆgina 291. AdernÆs, Su 

enseæa que usar un vector viral adena-asaciada para praveer 

genes de VEGF al niacardia de ratón derivó en neaangiagØnesis 

en un madela de carazon isquØmica de ratÆn. VØase 13803, 1a 

caluinna. Par cansiguiente, en vista de las enseæanzas 



combinadas, seria abvio para un experto en el arte estimular 

la diferenciacian de cØlulas madre en el tejido daflado por la 

isquemia mediante el transpiante de cØlulas madre transducidas 

can VEGF. 

OPINION ESCRITA 

Solicitud Internacional N° PCT/US03/34411 

VIII. Ciertas Observacjones sobre la solicitud internacjonal 

Se hacen las siguientes observaciones sobre la claridad de las 

reivindicaciones, la memoria descriptiva y los dibujos a sabre 

las cuestiones de si las reivindicacjones estÆn totalmente 

sustentadas par la memaria descriptiva: 

Se rechazan las reivindicacianes 1-29 ya que carecen de 

claridad canfarme a la Norma 66.2(a) (v) del POT debida a que 

la reivindicacian no estÆ tatalmente sustentada par la memaria 

descriptiva. La memaria descriptiva no revela la invención 

reivindicada en una forma suficientemente clara y campleta 

para que la invenciÆn reivindicada sea realizada par un 

experta en el arte parque las reivindicaciones se refieren 

ampliamente al transplante de las cØlulas madre para estimular 

la diferenciacian de cØlulas madre en el tejida danada par la 

isquemia. Sin embargo, esta carece de claridad parque el 

estada del arte del tratamienta de cardiapatias y la terapia 

de genes se considera impredecible. En particular, la via de 
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I. 

adxninistración, el injerto de cØlulas, y el nivel de expresión 

de un transgen particular se considera impredecible. Las 

presentes reivindicaciones ampliamente no proporcionan pasos 

especiticos, por ejemplo, vias de administración especificas, 

vectores especificos, que proporcionen claridad para la 

invención reivindicada. 

OPINION ESCRITA 

Solicitud Internacional N° PCT/US03/34411 

Casillero Suplementario 

(Para ser utilizado cuando el espacio en alguno de los 

casilleros precedentes es insuficiente) 

PLAZO 

El plazo establecido para la contestaciÆn a la Opinion Escrita 

no se puede prorrogar. Titulo 37, articulo 1.484(d). Todas las 

respuestas recibidas con posterioridad al vencimiento del 

plazo establecido en la Opinion Escrita no se considerarÆn en 

la preparaciOn del Informe del Examen Preliminar 

Internacional. 
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Claims 1-16 and 28-29 are cancelled, claims 17 and 27 are amended, and new 

claims 30-38 are added. Claims 17 and 27 have been amended to rewrite the preamble of the 

respective claims so that claims 17 and 27 are now directed to "a method of treating infarcted 

myocardium". New claims 30-38 contain similar limitations found in the preceding claims, 

but are directed to a method of treating ischemia damaged tissue. 

It is respectfully submitted that the cited art, whether taken alone or in combination, 

do not teach or suggest the features of amended claim 17, amended claim 27, and new 

independent claim 35 because none of the references teach the transplantation or introduction 

a 

of cells expressing VEGF in conjunction with the administration of an agent that causes stem 

cells to be mobilized from the bone marrow to the peripheral blood and/or the injection of 

MAPCs into the peripheral blood. 

The remaining claims of the invention depend either directly or indirectly from 

claims 17, 27, and 35 and therefore are not taught by the cited art. 

Moreover, the amended claims are fully supported by the specification. The amended 

claims are directed to a method that requires two steps. The first step involves the 

transplantation of cells that are affected to express VEOF. This step is described in sufficient 

detail in the specification for one skilled in the art to practice the invention. Moreover, as 

noted by the Examiner this step is known. The second step, which comprises increasing the 

concentration of stem cells in the ischemia damaged tissue by administering an agent and/or 

� injecting MAPCs into the blood are also described in sufficient detail for one skilled in the art 

to practice the invention. The injection of an agent, such as (IiCSF to mobilize stem cells is 

known. The injection of MAPCs into the blood of a subject is also known. What is not 

known is the combination of these steps. 

submitted, 

Richard A. Sutkus 
Reg. No. 43,941 

TAROLLI, SIJNDIIE11vI, COVELL, 
& TIJMMINO L.L.P. 

526 Superior Avenue, Suite 1111 
Cleveland, Ohio 44114-1400 
Phone:(216) 621-2234 
Fax: (216)621-4072 
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Having described the invention, the following is claimed: 

17. A method of treating infarcted myocardium, said method 

comprising the steps of: 

introducing cells into said infarcted myocardium, said cells being 

affected to express VEGF in said infarcted myocardium; and 

administering an agent that mobilizes stem cells from bone marrow 

to peripheral blood of the infarcted myocardium, the stem cells being mobilized 

from the bone marrow to the peripheral blood while said VEGF is expressed in the 

ftinfarcted myocardium. 

18. The method of claim 17 wherein the agent that causes the stern cells 

to mobilize from the bone marrow to the peripheral blood is selected from the 

group consisting of cytokines, chemokines, and the chematherapeutic agents. 

19. The method of claim 18 wherein the agent comprises G-CSF 

20. The method of claim 17 wherein the cells are affected to express 

VEGF using gene therapy. 

� 21. The method of claim 20 wherein the cells are affected to express 

VEGF, are transfected by an expression vector, said expression vector including a 

nucleotide encoding VEGF. 

22. The method of claim 17 further comprising the step of culturing 

cells ex vivo prior to affecting the cells to express VEGF. 

23. The method of claim 22 wherein the cells affected to express VEGF 

comprise autologous cells that have been harvested from the subject to be treated 

prior to culturing. 
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24. The method of claim 17 wherein said infarcted myocardium 

includes a first concentration of VEGF, the cells affected to express VEGF 

increasing the concentration of VEGF in the ischemia damaged tissue from the 

first concentration to a second concentration. 

25. The method of claim 17 wherein the cells affected to express VEGF 

in the infarcted myocardium being further affected to express SDF-1 in the 

ischemia damaged tissue. 

26. The method of claim 17 wherein the cells are affected to express 

SDF-1 by introducing an expression vector into said cells ex vivo, said expression 

vector including a nucleic acid encoding for SDF-1. 

27. A method of treating infarcted myocardium, said method 

comprising the steps of: 

introducing skeletal myoblasts into said infarcted myocardium, said 

skeletal myoblasts being transfected with an expression vector to express VEGF in 

said infarcted myocardium; and 

administering a colony stimulating factor that mobilizes stem cells 

from bone marrow to peripheral blood of the infarcted myocardium, said stem cells 

being mobilized from the bone marrow to the peripheral blood while said VEGF is 

expressed in the infarcted myocardium. 

30. The method of claim 27 further comprising the step of culturing the 

skeletal myoblasts ex vivo prior to affecting the skeletal myoblasts to express 

VEGF. 

31. The method of claim 27 wherein the skeletal myoblasts affected to 

express VEGF comprise autologous cells that have been harvested from the subject 

to be treated prior to culturing. 
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32. The method of claim 27 wherein the infarcted myocardium includes 

a first concentration of VEGF, the skeletal myoblasts affected to express VEGF 

increasing the concentration of VEGF in the infarcted myocardium from the first 

concentration to a second concentration. 

33. The method of claim 27 the skeletal myoblasts affected to express 

VEGF in the infarcted myocardium being further affected to express SDF-1 in the 

ischemia damaged tissue. 

34. The method of claim 33 the skeletal myoblasts being affected to 

express SDF-1 by introducing an expression vector into the skeletal myoblasts ex 

vivo, said expression vector including a nucleic acid encoding for SDF- 1. 

35. A method of treating ischemia damaged tissue, the method 

comprising: 

transplanting cells affected to express VEGF to the ischemia 

damaged tissue; and 

increasing the concentration of stem cells in the ischemia damaged 

tissue, the concentration of stem cells being increased while the VEGF is expressed 

in the ischemia damaged tissue, the concentration of stem cells being increased by 

at least one of administering an agent that mobilizes stem cells from bone marrow 

to peripheral blood of the ischemia damaged tissue or injecting multipotent adult 

progenitor cells (MA-PCs) into the peripheral blood of the ischemia damaged 

tissue. 

36. The method of claim 35 the agent being selected from the group 

consisting of cytokines, chemokines, and the chematherapeutic agents. 

37. The method of claim 36 wherein the agent comprises G-CSF. 

38. The method of claim 35 further comprising transplanting cells 

affected to express SDF-1 to the ischemia damaged tissue. 
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Abstract 

A method of stimulating stem cell differentiation in ischemia damaged 

tissue comprises the steps of increasing the concentration of VEGF in the ischemia 

damaged tissue and increasing the concentration of stem cells in the ischemia 

damaged tissue while the concentration of VEOF in the ischemia damaged tissue is 

increased. 
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TItulo: PROVISION DE VEGF BASADA EN CELULAS 

Funcionario Autorizado: Thaian N. Ton 

Archivo de Apoderado N°: CCF-6374PCT 

CASILLERO POT, Cornisario de Patentes, Casilla de Correo 1450, 

Alexandria, Virginia 22313-1450 

CARTA REFERIDA A LA ENMIENDA CONFORME A LA CLAUSULA 19 

En respuesta al Informe de Büsqueda Internacional fechado el 

13 de enero de 2005, rogamos enmendar la solicitud 

identificada anteriormente reeniplazando las pÆginas 91-98 que 

contenIan las reivindicaciones presentadas originalmente con 

las pÆginas de reemplazo 91-93 que contienen las 

reivindicaciones para continuar el trÆrnite. TambiØn 

presentamos adjunto a la presente una pÆgina de reernplazo 94 

(adjunta) que contiene el mismo resumen que la pÆgina 99 en la 

solicitud presentada originairnente. 

Las reivindicaciones 1-16 y 28-29 Se cancelan, las 

reivindicaciones 17-27 se enmiendan, y se agregan 

reivindicaciones nuevas 30-38. Las reivindicaciones 17 y 27 

han sido enrnendadas para volver a redactar el exordio de las 

respectivas reivindicaciones de manera que las 

reivindicaciones 17 y 27 se refieren ahora a "un metodo de 
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tratar el miocardio infartado". Las nuevas reivindicaciones 

30-38 contienen limitaciones sirriilares halladas en las 

reivindicaciones precedentes, pero no se refieren a un mØtodo 

de tratar el tejido danado por laisquemia. 

Se somete respetuosarnente a su consideración que el arte 

citado, ya sea tornado solo o en combinaciôn, no enseæa o 

sugiere las caracteristicas de la reivindicación enmendada 17, 

la reivindicacion enmendada 27 y en la nueva reivindicacion 

independiente 35 porque algunas de las referencias enseæan que 

el transplante o la introducción de cØlulas que expresan VEGF 

en conjunto con la administracion de un agente que hace que 

las cØlulas madre se rnovilicen desde la mØdula ósea a la 

sangre perifØrica y/o la inyección de MAPC en la sangre 

perifØrica. 

Las reivindicaciones restantes de la invención dependen diret 

is 

a indirectamente de las reivindicaciones 17, 27 y 35 y en 

consecuencia no son ensefladas por el arte citado. 

AdemÆs, las reivindicaciones enrnendadas estÆn completamente 

sustentadas por la memoria descriptiva. Las reivindicaciones 

enmendadas se refieren a un mØtodo que requiere dos pasos. El 

primer paso consiste en el transplante de cØlulas que son 

afectadas para expresar VEGF. Este paso se describe con 

suficiente detalle en la meruoria descriptiva para que wi 
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experto en el arte pueda poner en prÆctica la inveflción. 

AdemÆs, como lo indica el Examinador este paso es conocido. El 

segundo paso, que comprende aumentar la concentración de las 

cØlulas madre en el tejido danado par la isquemia 

administranda un agente y/o inyectanda MAPC en la sangre 

tambiØn se describen con suficiente detalle para que un 

experto en el arte practique la invención. La inyeccion de un 

agente, tal coma GCSF para movilizar celulas madre es 

conocida. La inyección de ?4APC en la sangre de un sujeto 

tarnbiØn es conocida. La que no es conocido es la combinacion 

de estos pasos. 

Respetuosamente presentado, 

[Firma ilegible], Richard S. Wesorick, Reg. NO 40.871 

TAROLLI, SUNOHEIM, COVELL & TUMNINO LLP 

526 Superior Avenue, Suite 1111 

Cleveland, Ohio 44114-1400 

TelØfona: (216) 621-2234 

Fax (216) 621-4072 
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17. Un mØtodo de tratar el miocardio infartado, el mØtodo 

comprende los pasos de: 

introducir cØlulas en ci miocardio infartado, las cØlulas son 

afectadas para expresar VEGF en ci miocardio infartado, y 

administrar un agente que moviliza las cØlulas madre desde la 

mØdula ôsea a la sangre perifØrica del miocardio infartado, 

las cØlulas madre son movilizadas desde la mØdula ósea a la 

sangre periferica mientras VEGF se expresa en ci miocardio 

infartado. 

18. El mØtodo de acuerdo con la reivindicaciÆn 17, en donde ci 

agente que hace que las cØlulas madre se movilicen desde la 

mØdula ósea a la sangre perifØrica se selecciona del grupo 

formado por citoquinas, quirnioquinas y los agentes 

quimioterapØuticos. 

19. El rnØtodo de acuerdo con la reivindicacion 18, en donde ci 

agente comprende G-CSF. 

20. El mØtodo de acuerdo con la reivindicación 17, en donde 

las celulas se afectan para expresar VEGF usando la terapia de 

genes. 
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21. El mØtodo de acuerdo con la reivindicaciÆn 20, en donde 

las cØlulas son afectadas para expresar VEGF, sari 

transfectadas par un vector de expresión, dicho vector de 

expresiÆn incluye un nucleÆtido que codifica VEGF. 

22. El mØtodo de acuerdo con la reivindicación 17, que ademas 

comprende el paso de cultivar cØlulas ex viva antes de afectar 

las cØlulas para expresar VEGF. 

23. El mØtodo de acuerdo con la reivindicación 22, en donde 

las cØlulas afectadas para expresar VEGF camprenden cØlulas 

autólogas que ban sido cosechadas del sujeto que se debe 

tratar antes del cultivo. 

24. El mØtodo de acuerdo con la reivindicacion 17, en donde el 

miocardia infartado incluye una priinera concentración de VEGF, 

las cØlulas afectadas para expresar VEGF aumentan la 

cancentración de VEGF en el tejido daæado par la isquemia 

desde la primera concentración a una segunda concentración. 

25. El mØtodo de acuerdo con la reivindicacion 17, en donde 

las celulas afectadas para expresar VEGF en el miocardia 

infartado son afectadas ademÆs para expresar SOF-1 en el 

tejido daflado por la isquemia. 
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26. El mØtodo de acuerdo con la reivindicacion 17, en donde 

las celulas son afectadas para expresar SDF-1 introduciendo un 

vector de expresión en las cØlulas ex viva, el vector de 

expresión incluye un Æcido nucleico que codifica SDF-1. 

27. Un mØtodo de tratar el miocardia infartado, el mØtodo 

comprende los pasos de: 

introducir mioblastos esquelØticos en el rniocardio infartado, 

los mioblastos esqueleticos son transfectados con un vector do 

expresión para expresar VEGF en el rniocardio infartado; y 

administrar un factor estimulador de colonias que moviliza las 

cØlulas madre desde la mØdula ósea a la sangre periferica del 

rniocardio infartado, las cØlulas madre son movilizadas desde 

la inØdula ósea a la sangre perifØrica mientras aumenta VEGF en 

el rniocardio infartado. 

30. El mØtodo de acuerdo con la reivindicación 27, que adenÆs 

comprende el paso de cultivar los mioblastos esquelØticos ex 

vivo antes de afectar a los mioblastos esquelØticos para 

expresar VEGF. 

31. El rnØtodo de acuerdo con la reivindicación 27., en donde 

los mioblastos esquelØticos afectados para expresar VEGF 

comprenden cØlulas autólogas que han sido cosechadas del 

sujeto que se debe tratar con anterioridad al cultivo. 



32. El mØtodo de acuerdo con la reivindicaciÆn 27, en donde el 

miocardio infartado incluye una primera concentrac–ón de VEGF, 

los mioblastos esqueleticos afectados para expresar VEGF 

aumentan la concentracjón de VEGF en el niocardia infartado 

desde la primera concentraciÆn a una segunda concentración. 

33. El niØtodo de acuerdo con la reivindicacion 27, los 

mioblastos esquelØticos afectados para expresar VEGF en el 

miocardio infartado son afectados tambiØn para expresar SDF-1 

en el tejido daflado par la isquemia. 

34. El mØtodo de acuerdo con la reivindicacion 33, los 

mioblastos esquelØticos que son afectados para expresar SDF-1 

introduciendo un vector de expresiÆn en los mioblastos 

esquelØticos ex viva, dicho vector de expresiÆn incluye un 

Æcido nucleico que codifica SDF-1. 

35. Un mØtodo de tratar el tejido daæado por la isquemia, el 

mØtodo comprende: 

transplantar cØlulas afectadas para expresar VEGF al tejido 

danado par la isquemia, y 

aumentar la concentración de celulas madre en el tejido danado 

por la isquemia, la concentración de cØlulas madre aumenta 

mientras el VEGF se expresa en el tejido danado por la 

isquemia, la concentracion de cØlulas madre aumenta mediante 



al menos una de introducir un agente que moviliza cØlulas 

blanco desde la inØdula ósea a la sangre perifØrica del tejido 

danado por la isquemia o inyectar cØlulas progenitoras adultas 

multipotenciales (MAPC) en la sangre perifØrica del tejido 

danado por la isquemia. 

36. El mØtodo de la reivindicacion 35, el agente se selecciona 

del grupo forrnado por citoquinas, quirnioquinas y los agentes 

quimioterapØuticos. 

37. El mØtodo de la reivindicacjón 36, en donde el agente 

comprende G-CSF. 

38. El mØtodo de la reivindicacion 35, que ademas cornprende 

transplantar cØlulas afectadas para expresar SDF-1 al tejido 

danado par la isquemia. 

S 



10 

RESUNEN 

On mØtodo para estirnular la diferenciación de cØlulas madre en 

tejido daæado por isquemia, que comprende los pasos de 

aumentar la concentración de VEGF en el tejido danado por 

isquemia y aumentar la concentración de cØlulas madre en el 

tejido danado por isquemia mientras se incrementa la 

concentración de VEGF en el tejido daflado por isquemia. 



23 ( 2001 16:09 FAX 0041223388995 

Addressee’s fax number: 216 f O72 

’jeoi 

10 
WORLD INTELLECTUAL PROPERTY ORGANIZATION (WIPO) 

ORGANISATION MONDIALE BE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE (OMPI) 

¶VIPO’OMPI PCT PT-04 

PCT 
(Patent Cooperation Treaty) 

34, chernin des Colombettes - 1211 Gencva 20 - Switzerland 
Tel (41-22) 338 9111 - Telex 4l29l2ompich 

PCT Facsimile (41-22) 338.89.95 

FacsimilelTØlØcopie 
Date 23 April 2004 (23M42004) Fax: 216 621-4072 

To WESORICK, Richard, S. 
Tarolli, Sundheim, Covell & Tummino, LLP 
Suite 1111 
526 Superior Avenue 

IsCleveland, OH 44114 
- ETATS-UNIS D1AMERIQUE 

File Reference: CCF-6374PCT 

From : marie-josØ Devillard 

Concerns: PCT1US2003103441 I 

Number of pages including cover sheet: 2 

Telephone: (41-22) 338 9439 
Email address: Marie.jose.Devillard@wipo.int 

Dear: Sir/Madam 

Please disregard form PCT/IB/304 Issued 11 February 2004 and find attached a corrected version of the 
said form. 

Any Inconvenience caused is regretted. 

With best regards, 

Marie-JosØ Devillard 
PCT Examination Section 

Fax: (41-22) 338.89.95 



I -fl.! j002 

PCT/U52003/03441 1 

N TREATY 

he INTERNATIONAL BUREAU 

PCT 

NOTIFICATION CONCERNING 

To: 

WESORICK, Richard, S. 

SUBMISSION OR TRANSMITTAL Tarolli, Suridheim, Covell & 

OF PRIORITY DOCUMENT Tummino, LLP 
Suite 1111 

(PCT Administrative Instructions, Section 411) 526 Superior Avenue 
Cleveland, OH 44114 
United States of America 

Data of mailing (day/month/year) 

23 April 2004 (23.04.2004)  

Applicants or agents file reference 

CCF-6374PCT IMPORTANT NOTIFICATION 

International application No. International filing date (day/month/year) 

PCT/US20031034411 29 October 2003 (29.10.2003) 

International publication date (day/month/year) Priority data (day/month/year) 

Not yet published 22 August 2002 (22.08.2002) 

Applicant 

THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

1. By means of this Form, which replaces any previously issued notification concerning submission ortransmittai of priority 
documents, the applicant is hereby notified of the date of reoeipt by the International Bureau of the priority document(s) 
relating to all earlier application(s) whose priority is claimed. Unless otherwise indicated by the letters "NR, in the 
right.hand column or by an asterisk appearing next to a date of receipt, the priority document concerned was submitted or 
transmitted to the International Bureau in compliance with Rule 17.1(e) or (I,). 

2. (If applicable) The letters wr appearing in the right-hand column denote a priority document which._on ifie datr.pjms.iIirji 
of this  had not yet been received by the International Bureau under Rule 17.1(a) or (b). Where, under Rule 17.1(a). the 
priority document must be submitted by the applIcant tothe receiving Office or the International Bureau, but the applicant 
fails to submit the priority document within the applicable time limit under that Rule, the attention of the applicant is directed 
to Rule 17.1(c) which provides that no designated Office may disregard the priority claim concerned before giving the 
applicant an opportunity, upon entry into the national phase, 
reasonable under the circumstances. 

to furnish the priority document within a time limit which is 

3. (If applicable) An atterist(*) appearing next to a date of receipt, in the right-hand column, denotes a priority document 
submitted ortransmitted to the International Bureau but not in compliance with Rule 17.1(a) or (b) (the priority document 
was received after the time limit prescribed in Rule 17.1(o) orthe request to prepare and transrnitthe priority document was 
submitted to the receiving Office after the applicable time limit under Rule 17.1(b)). Even though the priority document was 
not furnished in compliance with Rule 17.1(a) or (b), the International Bureau will nevertheless transmit a copy of the 
document to the designated Offices, for their consideration. in case such a copy knot accepted by the designated Office 
as priority document. Rule 17.1 (c) provides that no designated Office may disregard the priorityclaini concerned before 
giving the applicant an opportunity, upon entry into the national 
which is reasonable under the circumstances. 

phase, to furnish the priority document within a time limit 

Priority date Priority applitipn No. Country çr regional Office Date of rAoeip 
or T ret;ciyinq Qffigo of priority document 

06 Nove 2002 (06.11.2002) 60/424,065 US 12 Janu 2004 (12.01.2004) 
30 Apri 2003 (30.04.2003) 10/426,769 US 12 Janu 2004 (12.01.2004) 

CCFIRECTEiJ 
VERSION 

� The International Bureau at WIPO 
Authorized officer 

34, chemin des Colombettes Marie-JosØ DEVILLARD (Fax 338-8 9 
1211 Geneva 20, Switzerland 



01 

� 
PATENT COOPERATION 1 htATY 

I 

1 7004 From the INTERNATIONAL BUREAU 

PCT To: 

L.L.J 
WESORICK, Richard, S. 

NOTIFICATION CONCERNING Tarolli, Sundheim, Covell 
& 

SUBMISSION OR TRANSMITTAL 
Tummino, LLP 

OF PRIORITY DOCUMENT Suite 1111 
(PCT Administrative Instructions, Section 411) 526 Superior Avenue 

Cleveland, OH 44114 
United States of America 

Date of mailing (day/month/year) 

11 February 2004 (11.02.2004)  

Applicant’s or agent’s file reference - 
c,5- ,C Cit IMPORTANT NOTIFICATION  CCF-6374PCT 

1° International application No. International filing date (day/month/year) 

PCT/U52003/034411 29 October 2003 (29.10.2003) 

International publication date (day/month/year) Priority date (day/month/year) 

Not yet published 22 August 2002 (22.08.2002) 

Applicant 

THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

By means of this Form, which replaces any previously issued notification concerning submission or transmittal of priority 
documents, the applicant is hereby notified of the date of receipt by the International Bureau of the priority document(s) 
rblat;ng to all earlier application(s) whose prioiily is claimed. Unless otherwise indicated by the letters ’NR", in the 
right-hand column or by an asterisk appearing next to a date of receipt, the priority document concerned was submitted or 
transmitted to the international Bureau in compliance with Rule 17.1(a) or (14. 

2. (If applicable) The letters "NW’ appearing in the right-hand column denote a priority document which. on the date of mailing 
of this Form, had not yet been received by the International Bureau under Rule 17.1(a) or (b). Where, under Rule 17.1 (a) ,the 
priority document must be submitted by the applicant to the receiving Office or the International Bureau, but the applicant 
fails to submit the priority document within the applicable time limit under that Rule, the attention of the applicant is directed 
to Rule 17.1 (c) which provides that no designated Office may disregard the priority claim concerned before giving the 
applicant an opportunity, upon entry into the national phase, to furnish the priority document within a time limit which is 
reasonable under the circumstances. 

3. (If applicable) An asterisk(*) appearing next to a date of receipt, in the right-hand column, denotes a priority document 
submitted or transmitted to the International Bureau but not in compliance with Rule 171(a) 01(b) (the priority document 
was received after the time limit prescribed in Rule 17,1(a) or the request to prepare and transmit the priority document was 
submitted to the receiving Office after the applicable time limit under Rule 17.1(b)). Even though the priority document was 
not furnished in compliance with Rule 17.1 (a) or (b), the International Bureau will nevertheless transmit a copy of the 
document to the designated Offices, for their consideration. In case such a copy is not accepted by the designated Office 
as priority document, Rule 17.1(c) provides that no designated Office may disregard the priority claim concerned before 
giving the applicant an opportunity, upon entry into the national phase, to furnish the priority document within a time limit 
which is reasonable under the circumstances. 

Priority date Priority application No. Country or regional Office Date of receipt 
or POT receiving Office of Driority document 

22 Augu 2002 (22.08,2002) 60/405,274 US 12 Janu 2004 (12.01.2004) 
06 Nove 2002 (06.11.2002) 60/424,065 US 12 Janu 2004 (1201.2004) 
30 Apri 2003 (30.04.2003) 10/426,769 US 12 Janu 2004 (1201.2004) 

The International Bureau of WIPO 
Authorized officer 

34, ehemin des Celombettes Patsy ROCKWELL 
1211 Geneva 20, Switzerland 

Facsimile No. (41-22) 338.89.95 Telephone No. (41-2213388848 
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Nümero de Fax del Destinatario: 216-621-4072 

ORGANIZACION NUNDIAL DE LA PROPIEDAD INTELECTIJAL (OMPI) 

PCT 

(Tratado de Cooperación en Materia de Patentes) 

34, chemin des Colombettes -1211 Geneva 20 - Suiza 

Tel (41-22) 338-9111 - Teles 412 912 ompi ch 

Fax de PCT (41-22) 338-8995 

Copia de Fax 

Fecha: 23 de abril de 2004 (23-04-2004) 

Para: WESORICK, Richard S., 

Tarolli, Sundheim, Covell & Tuinmino LLP 

Suite 1111, 526 Superior Avenue 

Cleveland, Ohio 44114 

Estados Unidos 

Referenda de archivo: CCF-6374PCT 

De: Marie-JosØ DEVILLARD 

TelØfono: (41-22) 338-9439 

Dirección de correo electrónico: Narie.jose.Devillard@wipo.int 

Referencia: PCT/U52003/034411 

Nümero de pÆginas incluyendo la carÆtula: 2 

Estimado seæor/seæora: 

Rogarnos dejar pasar el formulario PCT/IB/304 emitido el 11 de 

febrero de 2004 y adjuntamos a la presente una version 

corregida de ese formulario. 

Lanentamos todos los inconvenientes ocasionados. 



Atentamente, 

Marie-JosØ DEVILLARD 

Sección de Examen de PCT 

Fax (41-22) 338-8995 
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VERSION 

PCT/US03/034411 

TRATADO DE 000PERACION EN MATERIA DE PATENTES 

PCT. NOTIFICACION SOBRE PRESENTACION 0 REMISION DE DOCUMENTOS 

DE PRIORIDAD 

(Instrucciones Administrativas del POT, ArtIculo 411) 

De la OFICINA INTERNACIONAL 

Para: WESORICK, Richard S. 

Torolli, Sundheim, Coveell & Turnrnino LLP 

Oficina 1111 

526 Superior Avenue 

Cleveland, Ohio 44114 

Estados Unidos 

NOTIFICACION IMPORTANTE 

Fecha de envio (dia/rnes/ano) : 23 de abril de 2004 (23-04-2004) 

Referencia de archivo del Solicitante o Agente: CCF-6374PCT 

Solicitud Internacional No.: POT/US 03/034411 

Fecha de PresentaciÆn Internacional: 29 de octubre de 2003 

(29-10-2003) 

Fecha de Publicacion Internacional: Aün no publicada 

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

Solicitante: THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 



Ell 0 
1. For media de este Formularia, que reemplaza a toda 

notificación emitida previamente referida a la presentación a 

remisión de documentos de prioridad, el solicitante por la 

presente queda notificado de la fecha de recepción del 

documento de prioridad par la Oficina Internacional en 

relacion con tadas las solicitudes anteriores cuya prioridad 

se reivindica. A menas que se indique lo contrario con las 

letras "NW’, en la calumna de la derecha, a con un asterisco 

que aparece junta a la fecha de recepción, el documento de 

prioridad referida se presentÆ a remitio a la Oficina 

Internacional en cumplimiento de la Norma 17.1(a) a (b) 

2. Si carrespande, las letras "NR" que aparecen en la calumna 

de la derecha indican un documento de prioridad que, a la 

fecha de remisión de este farmularia, no habia sido recibido 

aün par la Oficina Internacional conforme a la Norma 17.1(a) a 

(b) . Cuando, conforme a la Norma 17.1 (a) , el documento de 

prioridad deba ser presentado par el solicitante ante la 

Oficina receptara a la Oficina Internacional, pera el 

solicitante no presente el documento de prioridad dentra del 

plaza aplicable conforme a esa Norma, se llama la atención del 

solicitante hacia la Norma 17.1(c) que establece que ninguna 

Oficina designada padre pasar par alto la reivindicaciÆn de 

prioridad referida antes de dar al solicitante la apartunidad, 

al entrar en la fase nacianal, de presentar el documento de 
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prioridad dentro de un plazo que sea razonable en las 

circunstancias. 

3. Si corresponde, un asterisco(*) que aparece junto a la 

fecha de recepciÆn, en la columna de la derecha, indica un 

documento de prioridad presentado o remitido a la Oficina 

Internacional pero no en cumplimiento de la Norma 17.1(a) a 

(b) (el documento de prioridad tue recibido con posterioridad 
� 

al plaza establecido en la Norma 17.1(a) o el pedido de 

preparar y remitir el documento de prioridad se presentÆ ante 

la Oficina receptora con posterioridad al plazo aplicable 

conforme a la Norma 17.1(b)). Mn cuando el documento de 

prioridad no se presentó en cumplimiento con la Norma 17.1(a) 

o (b) , la Oficina Internacional remitirÆ una copia del 

documento a las Oficinas designadas, para su consideraciÆn. En 

caso de que esa copia no sea aceptada por la Oficina designada 

coma documento de prioridad, la Norma 17.1(c) establece que 

ninguna Oficina designada podrÆ pasar por alto la 

reivindicación 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 plazo que sea 

razonable en las circunstancias. 

Fecha de la solicitud: 6 de noviembre de 2002 (6-11-2002) 

Solicitud de Prioridad N°: 60/424.065 



Pals u Oficina Regional u Oficina receptora de POT: Estados 

tinidos 

Fecha de recepción del documento de prioridad: 12 de enero de 

2004 (12-01-2004) 

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

Solicitud de Prioridad N°: 10/426.769 

Pals u Oficina Regional u Oficina receptora de POT: Estados 

Unidos 

Fecha de recepcion del documento de prioridad: 12 de enero de 

2004 (12-01-2004) 

La Oficina Internacional de la WIPO, 34, chemin des 

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

Funcionario autorizado: Marie-JosØ DEVILLARD (Fax 338-8995) 

TelØfono N° (41-22) 338-9439 

Formulario PCT/IB/304 (julio 1998) 
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PCT/US03/034411 

TRATADO DE 000PERACION EN MATERIA DE PATENTES 

PCT. NOTIFICACION SOBRE PRESENTACION 0 REMISION DE DOCUMENTOS 

DE PRIORIDAD 

(Instrucciones Administrativas del PCT, Articulo 411) 

De la OFICINA INTERNACIONAL 

is 

Para: WESORICK, Richard S. 

Torolli, Sundheim, Coveell & Tuminino LLP 

Oficina 1111 

526 Superior Avenue 

Cleveland, Ohio 44114 

Estados Unidos 

NOTIFICACION IMPORTANTE 

Fecha de envIo (dia/nes/afic) 11 de febrero de 2004 (11-02-2004) 

40 Referencia de archivo del Solicitante o Agente: CCF-6374PCT 

Solicitud Internacional No.: PCT/US 03/034411 

Fecha de Presentación Internacional: 29 de octubre de 2003 

(29-10-2003) 

Fecha de Publicación Internacional: Min no publicada 

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

Solicitante: THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

1. Por rnedio de este Formulario, que reemplaza a toda 

notificación emitida previamente referida a la presentación o 



E;] E 
remisión de dacumentas de prioridad, el solicitante por la 

presente queda natificado de la fecha de recepción del 

documento de prioridad par la Oficina Internacional en 

relaciÆn con todas las solicitudes anteriores cuya prioridad 

se reivindica. A menas que se indique lo contrario con las 

letras "NR", en la columna de la derecha, a con un asterisco 

que aparece junta a la fecha de recepción, el dacumento de 

prioridad referida se presentO a remitió a la Oficina 

Internacianal en cumplimienta de la Norma 17.1(a) a (b). 

2. Si correspande, las letras "NR" que aparecen en la calumna 

de la derecha indican un dacumenta de prioridad que, a la 

fecha de remisión de este farmularia, no habIa sida recibida 

aOn par la Oficina Internacianal confarme a la Norma 17.1(a) a 

(b). Cuanda, canfarme a la Norma 17.1(a), el documenta de 

prioridad deba ser presentada par el solicitante ante la 

Oficina receptara a la Oficina Internacianal, pera el 

solicitante no presente el dacumenta de prioridad dentra del 

plaza aplicable canfarine a esa Norma, se llama la atenciÆn del 

solicitante hacia la Norma 17.1(c) que establece que ninguna 

Oficina designada padrÆ pasar par alto la reivindicacion de 

prioridad referida antes de dar al solicitante la apartunidad, 

al entrar en la fase nacianal, de presentar el dacumenta de 

prioridad dentro de un plaza que sea razanable en las 

circunstancias. 



3. Si corresponde, un asterisco(*) que aparece junto a la 

fecha de recepción, en la columna de la derecha, indica un 

documento de prioridad presentado o remitido a la Oficina 

Internacional pero no en cumplimiento de la Norma 17.1(a) o 

(b) (el documento de prioridad fue recibido con posterioridad 

al plazo establecido en la Norma 17.1(a) o el pedido de 

preparar y remitir el documento de prioridad se presentó ante 

la Oficina receptora con posterioridad al plazo aplicable 
� 

conforme a la Norma 17.1 (b) ) . Mn cuando el documento de 

prioridad no se presentó en cumplimiento con la Norma 17.1(a) 

o (b) , la Oficina Internacional remitirÆ una copia del 

documento a las Oficinas designadas, para su consideraciÆn. En 

caso de que esa copia no sea aceptada por la Oficina designada 

como documento de prioridad, la Norma 17.1(c) establece que 

ninguna Oficina designada podrÆ pasar par alto la 

reivindicación de prioridad referida antes de dar a! 

Solicitante la oportunidad, al entrar en la fase nacional, de 

presentar el documento de prioridad dentro de un plazo que sea 

razonable en las circunstancias. 

Fecha de la solicitud: 22 de agosto de 2002 (22-08-2002) 

Solicitud de Prioridad N°: 60/405.274 

Pais u Oficina Regional u Oficina receptora de POT: Estados 

Unidos 



ON 

Fecha de recepción del documento de prioridad: 12 de enero de 

2004 (12-01-2004) 

Fecha de la solicitud: 6 de noviembre de 2002 (6-11-2002) 

Solicitud de Prioridad N°: 60/424.065 

Pals u Oficina Regional u Oficina receptora de POT: Estados 

Unidos 

Fecha de recepcion del documento de prioridad: 12 de enero de 

2004 (12-01-2004) 

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

Solicitud de Prioridad N°: 10/426.769 

Pals u Oficina Regional u Oficina receptora de POT: Estados 

Unidos 

Fecha de recepción del documento de prioridad: 12 de enero de 

2004 (12-01-2004) 

La Oficina Internacional de la WIPO, 34, chemin des 

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

Funcionario autorizado: Patsy ROCKWELL (Fax 338-8995) 

TelØfono N° (41-22) 338-8848 

Formulario PCT/IB/304 (julio 1998) 
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RECEIVED 
From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY 

MAY 0 3 2004 
To: PCT 
RICHARD S. WESORICK 
TAROLLI, SUNDREIM. COVELL & TUMMINO, LLP TAICLLI, SIJt!DHEIM, 

526 SUPPERIOR AVENUE NOTIFICATION OF TRANS] FQVLIO& TUMMINO L.L.P. 

SUITE 1111 THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT 
4 CLEVELAND, OH 44114 OR THE DECLARATION 

ccp 3JLQd(PCT Rude 44.n 

JØLL_J Date of Mailing 
(day/month/year) 

Applicant’s or agent’s file reference 
CCF-6374PCT FOR FURTHER ACTION See paragraphs I and 4 below 

International application No, International filing date 

PCTIUS03/344 ti (day/month/year) 
29 October 2003 (29.10.2003) 

Applicant 
THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

I. ’the applicant is hereby notified that the international aeasth report baa been established and Is trana,.atled herewith. 

Filing of amendments and statement uiiidw Article 19: 
’the applicant is entitled, if lie so wishes, to amend die claims of the international application (see Rule 46): 

What? ’Die time limit for filing iyçb amendments is normally two months from the date of transmittal of the 
international search repqt!’trtq 

Wha’e? Directly to the International Bureii otWlPO, 34, chen,in des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland, Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 

For more detailed instructions, see the notes on the accompanying sheet. 

2. El  The applicant is hereby notified that no international search report will be established and that the declaration under 

Article 17(2)(a) to that effect is transmitted herewith. 

. [] With regard to the protest against payment of (an) additional fee(s) under Rule 40.2, the applicant is notified that: 

the protest together with the decision thereon has been transmitted to the International Bureau together with the 

applicant’s request to forward the texts of both the protest and the decision thereon to the designated Offices. 

no decision has been made yet on the protest; the applicant will be notified as soon as a decision is made. 

4. Reminders 

Shortly after IS months from the priority date, the international application will be published by the International Bureau, lithe 

applicant wishes to avoid or postpone publication, a notice of withdrawal of the international application, or of the priority claim, most 

reach the International Bureau as provided in Roles 90 html and 90 bis.3, respectively, before the completion of the technical 
preparations for international publication. 

Within 19 mouths from the priority date, but only in respect of some designated Offices, a demand for international preliminary 

examination must he tiled if the applicant wishes to postpone the entry into the national phase until 30 mouths from the priority date 

(in some Offices even later); otherwise the applicant must, within 20 months from the priority date, perform the prescribed acts for 
entry into the national phase before those designated Offices. 

In respect of other designated Offices, the time limit of 30 mouths (or later) will apply even if no demand is tiled within 19 months. 

See the Amex to Form PCT/1B1301 and, for details about the applicable time limits, Office by Office, see the PCTApplkant ’s Guide, 
Volume II, National Chapters and the WIPO Internet site. 

Name and mailing address of the ISA/US 
 Mail Stop PCT, Atm: 

ISA/USCommissioner 

Authorized officer 

for Patents, Thai-An N Ton (f  
P.O. Box 1450 6� 
Alexandria, Virginia 22313.1450 Telephone No. 703-308-0196 

Facsimile No, (703)305-3230 
Form PCTIISA/220 (April 2002) (See noses on accompanying sheet) 

-y2 ’is’ 

.3�



PATENT COOPERATION TREATY 
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From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY 

PCT 
RICHARD S. WESORICK 
TAROLLI, SUNDHEIM, COVELL & TUMMINO, LLP 
526 SUPPERIOR AVENUE NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF 
SUITE 1111 THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT 
CLEVELAND, OM 44114 OR THE DECLARATION 

(PCT Rule 44.!) 

Date of Mailing 
(day/month/year) 29 APR 2004 

Applicant’s or agents file reference 
CCF-6374PCT FOR FURTHER ACTION See paragraphs I and 4 below 

International application No. International filing date 
PCT/US03/3441 I (day/month/year) 

29 October 2003 (29.10.2003) 

Applicant 
THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

I. Z The applicant Is hereby notified that tIm International search report has been established and is transmitted herewith. 

Filing of aiaitsatlmt,its anti statemuat under Article 19: 
The applicant is entitled, ifhe so wishes, to amend the claims oldie international application (see Rote 46): 

When? ’The time limit for riling such amendments is normally two months from the data of transmittal of the 
international search report. 

Where? Directly to the International Bureau of WIPO, 34, chenain des Colonahettes 
1211 Geneva 20, Switzerland, Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 

For inure detailed instructions, see the notes on the accompanying sheet. 

2. The applicant is hereby notified that no international search report will be established and that the declaration under 

Article 17(2)(a) to that effect is transmitted herewith. 

3. With regard to the protest against payment of (an) additional fee(s) under Rule 40.2, the applicant is notified that: 

[] the protest together with the decision thereon has been transmitted to the International Bureau together with the 

applicant’s request to forward the texts of both the protest and the decision thereon to the designated Offices. 

[11 no decision has been made yet on the protest; the applicant will he notified as soon as a decision is made. 

4. Reminders 

Shortly after IS mouths from the priority date, the international application will he published by the International Bureau, tithe 
applicant wishes to avoid or postpone publication, a notice of withdrawal of the international application, or of die priority claim, must 
reach the International Bureau as !c 90 Etc. I an]0 bis,3, respectively, before the completion of the technical 
preparations for international publication. 

Within 19 months from the priority date, but only in respect of some designated Offices, a demand for international preliminary 
examination must be filed if die applicant wishes to postpone the entry into the national phase instIl 30 months from the priority date 
(in some Offices even later); otherwise the applicant must, within 20 mouths from the priority date, perform the prescribed acts for 
entry into the national phase before those designated Offices. 

In respect of other designated Offices, the time limit of 30 months (or later) will apply even if no demand is tiled within 19 months. 

See the Annex to Form PCT/I13/301 and, for details about the applicable time limits, Office by Office, seethe PCI Applicant s Guide, 
Volume II, National Chapters and the WIPO Internet site. 

Name and mailing address of the ISA/US 
Mail Stop PCT, Ann: ISA/Us 

Authorized officer 
71 

Cner for Patents Thai-An N TonP.O. Box 1450 
Alexandna, Virginia 22313-1450 

Facsimile No. (703)305-3230 
Telephone No. 703-308-0196 

Form PCT/ISA/220 (April 2002) (See notes on accompanying thee:) 



PATENT COOPERATION TREATY 44) 

PCT 
INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

(PCT Article 18 and Rules 43 and 44) 

Applicant’s or agent’s file reference FOR FURTHER see Notification of Transmittal of International Search Report 
CCF-6374pC’r ACTION 

(point PCTIISAI22IH as well as, where applicable, item 5 

International application No. International filing date (day/monthtyear) (Earliest) Priority Date (day/mornhtyear) 
PCT/US03/34411 29 October 2003 (29.10.2003) 06 November 2002 (06.11.2002) 

Applicant 
THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

This international search report has been prepared by this International Searching Authority and is transmitted to the 
applicant according to Article 18. A copy is being transmitted to the International Bureau. 

This international search report consists of a total of 2.-.-. sheets. 

It is also accompanied by a copy of each prior art document cited in this report. 

1. Basis of the Report 
a. With regard to the language, the international search was carried out on the basis of the international application in the 

language in which it was filed, unless otherwise indicated under this item. 

[] the international search was carried out on the basis of a translation of the international application furnished to this 
Authority (Rule 23.1(b)). 

b. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
search was carried out on the basis of the sequence listing: 

[III] contained in the international application in written form. 

[I] filed together with the international application in computer readable form. 

El] furnished subsequently to this Authority in written form. 

[1 furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

[I] the statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

the statement that the information recorded in confuter readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 

2. Certain claims were found unsearchable (See Box I). 

3.E Unity of Invention Is lacking (Sec Box II). 
4. With regard to the title, 

the text is approved its sLtbmitled by the applicant. 

the text has been established by l,k "h’rty to read at !i!I ows: 

S. With regard to die abstract, 

the text is approved as submitted by the applicant. 

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

6. The figure of the drawings to be published with the abstract is Figure No. 

as suggested by the applicant. None of the figures 

because the applicant tidied to suggest a figure. 

because this figure better characterizes the invention. 

Form PCT/ISA/2 10 (first sheet) (July 1998) 



International application No. 
INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

PCT/US03/344I 1 

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 
IPC(7) AOIN 63/00,65/00; Cl2N 5100,5/02, 5/06, 5/10.5108 

US CL 424/93.2, 93.21; 435/325, 363, 366, 374, 377, 404, 405, 395. 401 

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 

B. FIELDS SEARCHED 

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

U.S. 424/93.2, 93.21; 435/325,363,366,374,377,404,405,395, 401 

Documentation searched tither than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used) 

WEST, CAPLUS, MEDLINE, EMBASE, 010515. LIFESCI 

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT  

Category * Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No, 

A FORRESIER, is. et al, Stem Cell Repair of Infarcted Myocardium. Circulation. 2 1-29 

September 2003, Vol. lOB, No. 9, pages 1139-1145, see entire document. 

.SUZUICI. K. et a]. Cell Transplantation for the Treatment of Acute Myocardial 1-29 

Infarction Using Vascular Endothelial Growth Factor - Expressing Skeletal Myoblasts. 

Circulation. 2001, Vol. 104, Suppl. I, pages 1-207-1-212, see entire document. 

Y SO, H. et al. Adeno-Associated Viral Vector-Mediated Vascular Endothelial Growth 1-29 

Factor Gene Transfer Induces Neovascular Formation in lschemic Heart, PNAS. 5 

December 2000, Vol. 97, No. 25, pages 13801-13806, we entire document. 

Y MIN, i-V. etal. Transplantation of Embryonic Stein Cells Improves Cardiac Function in 1-29 

Postinfarcted Rats. J. AppI. Physiol. January 2002, Vol. 92, pages 288-296, see entire 

document. 

[I] Further documents are listed in the continuation of Box C. [] See patent family annex. 

�

 

Special categories of cited documents: T’ later document published after the International 01mg date or priority 
time and not In conflict with the rçplicatlas but cited to understand the 

eA document defining the general some of the all which Is net considered to he principle or theory underlying she Invention 
or panicu!ar relevance 

X. document of particular relevance; the claimed invention cannot he 
E’ earlict application or patent published as or alter the international filing date caitidered novel or cannot be considered to involve at inventive step 

when the document is taken alone 
’1’ document which may throw dexibit at priority claim(a) or which it cited to 

establish the publication drie of another citation or other special rental (at Y’ document of particular relevance; the claimed invention cannot be 
specified) considered to involve an inventive atop when the document Is 

combined with air sir more ether such documents, ,ucls combination 
0 document referring to an oral disclosure. use, exhibition or other meant being chvicus to a person .killed in the an 

-r document published price to the international riling date but later that the &’ document member of the tame patent family 
priority date claimed 

Date of the actual completion of the international search Date of mailing of the internationalsearch report 

29 APR 20d4 O5 March 2004(05.03.2004) 
Name and mailing address of the ISA/US 

Mail Stop PCT, Alin: ISAJUS  
Authorized officer 

Commissioner for Patents Thai-An N Ton  

P.O. Box 1450 
Alexandria. Virginia 22313-1450 

( Telephone No. 703-308-0196 

Facsimile No. (703)305-3230  

Form PCT/ISA/2 10 (second sheet) (July 1998) 
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NOTES TO FORM PCT/ISA/220 

These Notes are intended to give the basic instructions concerning the filing of amendments under Article 19. The 
Notes are based on the requirements of the Patent Cooperation Treaty, the Regulations and the Administrative 
Instructions under that Treaty. In case of discrepancy between these Notes and those requirements, the latter are 
applicable. For more detailed information, see also the PCT Applicants Guide, a publication of WIPO. 

In these Notes, "Article," "Rule" and ’Section" refer to the provisions of the PCT, the PCT Regulations and the PCT 
Administrative Instructions, respectively. 

JNSTRUCTIOF4SCONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19 

The applicant has, after having received the international search report, one opportunity to amend the claims of the 
international application. It should however be emphasized that, since all parts of the international application (claims, 
description and drawings) may be amended during the international preliminary examination procedure, there is usually 
no need to file amendments of the claims under Article 19 except where, e.g. the applicant wants the latter to be published 
for the purposes of provisional protection or has another reason for amending the claims before international publication. 
Furthermore, it should be emphasized that provisional protection is available in some States only. 

What parts of the International application maybe amended? 

Under Article 19, only the claims maybe amended. 

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

Upon entry into the national phase, all parts of the international application may be amended under Article 28 
or, where applicable, Article 41. 

When? Within 2 months from the date of transmittal of the international search report or 16 months from the priority 
date, whichever time limit expires later. It should be noted, however, that the amendments will be considered 
as having been received on time if they are received by the International Bureau after the expiration of the 
applicable time limit but before the completion of the technical preparations for international publication 
(Rule 46.!). 

Where not to file the amendments? 

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

Where a demand for international preliminary examination has been/is filed, see below. 

flow? Either by cancelling one or more entire claims, by adding one or more new claims or by amending the text of 
one or more of the claims as filed. 

A replacement sheet must be submitted for each sheet of the claims which, on account of an amendment or 
amendments, differs from the sheet originally filed. 

All the claims appearing on a replacement sheet must be numbered in Arabic numerals. Where a claim is 
cancelled, no renumbering of the other claims is required. In all cases where claims are renumbered, they must 
be renumbered consecutively (Administrative Instructions, Section 205(b)). 

The amendments must be made in the language in which the international application is to be published. 

What documents mustlmay accompany the amendments? 

Letter (Section 205(b)): 
The amendments must be submitted with a letter. 

S 

The letter will not be published with the international application and the amended claims. It should not be 
confused with the "Statement under Article 19(l)" (see below, under "Statement under Article 19(1)"). 

The letter must be in English or French, at the choice of the applicant. However, lithe language of the 
international application is English, the letter must be in English; if the language of the international 
application is French, the letter must be in French. 



NOTES TO FORM pCT/ISAI220 (continued) 

The letter must indicate the differences between the claims as filed and the claims as amended. It must, in 
particular, indicate, in connection with each claim appearing in the international application (it being understood 
that identical indications concerning several claims may be grouped), whether 

(i) the claim is unchanged; 
(ii) the claim is cancelled; 
(iii) the claim is new; 
(iv) the claim replaces one or more claims as filed; 
(v) the claim is the result of the division of a claim as filed. 

The following examples Illustrate the manner in which amendments must be explained In the accompanying 
letter: 

I. [Where originally there were 48 claims and after amendment of some claims there are SI]: 
"Claims Ito 29, 31, 32,34,35,37 to 48 replaced by amended claims bearing the same numbers; 
claims 30,33 and 36 unchanged; new claims 49 to SI added." 

2. [Where originally there were IS claims and after amendment of all claims there are 11): 
"Claims Ito IS replaced by amended claims Ito II." 

3. [Where originally there were 14 claims and the amendments consist in cancelling some claims and in 
adding new claims]: 
"Claims Ito 6 and 14 unchanged; claims 7 t 13 cancelled; new claims 15, 16 and 17 added," or 
"Claims? to II cancelled; new claims IS, 16 and I7 added; all other claims unchanged." 

4. [Where various kinds of amendments are made]: 
"Claims 1-10 unchanged; claims I  to 13, IS and 19 cancelled; claims 14,15 and 16 replaced by amended 
claim 14; claim II subdivided into amended claims IS, 16 and I?; new claims 20 and 21 added." 

"Statement under Article 19(1)" (Rule 46.4) 

The amendments may be accompanied by a statement explaining the amendments and indicating any impact 
that such amendments might have on the description and the drawings (which cannot be amended under 
Article 19(l)). 
The statement will be published with the international application and the amended claims. 

It must be in the language In which the international application is to be published; 

It must be brief, not exceeding 500 words if in English or if translated into English. 

It should not be confused with and does not replace the letter indicating the differences between the claims 
as filed and as amended. It must be filed on a separate sheet and must be identified as such by a heading, 
preferably by using the words "Statement under Article 19(1)." 

It may not contain any disparaging comments on the international search report or the relevance of citations 
contained in that report. Reference to citations, relevant to a given claim, contained in the international search 
report may be made only in connection with an amendment of that claim, 

Consequence If a demand for international preliminary examination has already been flied 

If, at the time of filing any amendments and any accompanying statement, under Article 19, a demand for 
international preliminary examination has already been submitted, the applicant must preferably, at the time of 
filing the amendments (and any statement) with the international Bureau, also file with the International 
Preliminary Examining Authority a copy of such amendments (and of any statement) and, where required, a 
translation of such amendments for the procedure before that Authority (see Rules 55.3(a) and 62.2, first 
sentence). For further information, see the Notes to the demand form (PCT/IPEAI401). 

Consequence with regard to translation of the international application for entry into the national phase 

The applicant’s attention is drawn to the fact that, upon entry into the national phase, a translation of the 
claims as amended under Article 19 may have to be furnished to the designated/elected Offices, instead of, or 
in addition to, the translation of the claims as filed. 

For further details on the requirements of each designated/elected Office, see the PCT Applicants Guide, 
Volume II. 



TRATADO DE COOPERACION EN MATERIAL DE PATENTES 

PCT 

NOTIFICACION DE TRANSMISION DE INFORNE BOSQUEDA INTERNACIONAL 

0 DECLARACION 

(PCT, Norma 44.1) 

De la: AUTORIDAD DE BOSQUEDA INTERNACIONAL 

Para: Richard S. Wesorick 

40  Tarolli, Sundheim, Covell & Turnmino LLP 

526 Superior Avenue, Oficina 1111 

Cleveland, Ohio 44114 

Fecha de envio: --

Referencia de archivo del Solicitante o Agente: CCF-6374PCT 

PARA OTROS TRAMITES: ver pªrrafos 1 y 4, mÆs abajo 

Solicitud Internacional No. PCT/US03/34411 

Fecha de Presentacion internacional (dia, rues, aflo): 29 de 

octubre de 2003 (29-10-2003) 

Solicitante: THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

1. [x] Por la presente se notifica al solicitante que el 

informe de büsqueda internacional se ha establecido y 

transmitido con la presente: 

Presentación de modificaciones y alegato conforme a la 

ClÆusula 19. 
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El solicitante tiene derecho, Si lo �desea, de modificar las 

reivindicaciones de la solicitud internacional (vØase la Norma 

46) 

tCuÆndo? El plazo para presentar dichas modificaciones es 

normalmente de 2 meses desde la fecha de transmisión del 

Informe de Büsqueda Internacional; sin embargo, para obtener 

mÆs detalles, vØanse las notas en la pÆgina adjunta. 

,Donde? Directamente a la Oficina Internacional de la WIPO, 

34, chemin de Coloinbettes, 1211 Ginebra 20, Suiza, Fax: (41-

22)740.14.35 

Para obtener instrucciones mÆs detalladas, vØanse las notas en 

la pÆgina adjunta. 

2. [] Por la presente se notifica al solicitante que no se 

establecerÆ informe de bæsqueda internacional y que la 

declaración 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: 

[1 la protesta asI como la resolución 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 

resolucian sobre ella a las Oficinas designadas. 

[] aün no ha habido resolución sabre la protesta; el 

solicitante serÆ notificado en cuanto haya una resolución. 

4. Recordatorios: 

Poco despuØs de los 18 meses desde la fecha de prioridad, la 

Oficina Internacional publicarÆ la solicitud internacional. Si 

el solicitante desea impedir a postergar la publicaciÆn, un 

escrito de retiro de la solicitud internacional, a de la 

reivindicación de  prioridad, deberÆn ser presentadas ante la 

oficina Internacional segün lo previsto en las Narmas 90bis.1 

y 90bis.3, respectivarnente, antes de la finalizaciÆn de los 

preparativos tØcnicos para la publicación internacional. 

Dentro de los 19 meses desde la fecha de prioridad, deberÆ 

presentarse un pedido de examen preliniinar internacional si el 

solicitante desea postergar el ingreso en la fase nacional 

hasta los 30 meses desde la fecha de prioridad (en algunas 

Oficinas xnÆs) ; de lo contrario el solicitante deberÆ, dentro 

de los 20 meses, realizar los trÆmites previstos para el 

ingreso en la fase nacional ante aquellas Oficinas designadas. 



Con respecto a las dernÆs Oficinas designadas, el plazo de 30 

meses (o con posterioridad) serÆ aplicable aün cuando no se 

presente ningün pedido dentro de los 19 meses. 

VØase el Anexo al Formulario PCT/IB/301 y, para detalles 

acerca de los plazos aplicables, Oficina por Oficina, vØase la 

Guia del Solicitante de POT, Volumen II, Sedes Nacionales y el 

sitio de Internet de la WIPO. 

Nombre y domicilio para correspondencia de la Autoridad de 

Büsqueda Internacional 

Casillero de POT, Atención: ISA/US, Comisario de Patentes, 

Casilla de Correo 1450, Alexandria, Virginia 22313-1450 

Fax: (703) 305-3230 

Funcionario Autorizado: [firma] Thai -An N Ton. 

TelØfono No (703) 308-0196 

Formulario PCT/ISA/220 (abril de 2002) 

VØanse las notas en la pÆgina adjunta) 
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TRATADO DE COOPERACION EN MATERIAL DE PATENTES 

PCT 

NOTIFICACION DE TRANSNISION DE INFORME BUSQ[JEDA INTERNACIONAL 

O DECLARACION 

(PCT, Norma 44.1) 

De la: AUTORIDAD DE BOSQUEDA INTERNACIONAL 

Para: Richard S. Wesorick 

Tarolli, Sundheim, Covell & Turnmino LLP 

526 Superior Avenue, Oficina 1111 

Cleveland, Ohio 44114 

Fecha de envIo: 29 de abril de 2004 

Referenda de archivo del Solicitante o Agente: CCF-6374PCT 

PARA OTROS TRANITES: ver pÆrrafos 1 y 4, mÆs abajo 

Solicitud Internacional No. PCT/US03/34411 

Fecha de Presentación internacional (dia, mes, ano) 29 de 

octubre de 2003 (29-10-2003) 

Solicitante: THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

1. [x] Por la presente se notifica al solicitante que el 

informe de bUsqueda internacional se ha establecido y 

transmitido con la presente: 

Presentacion de modificaciones y alegato conforme a la 

ClÆusula 19. 



El solicitante tiene derecho, si lo desea, de modificar las 

reivindicaciones de la solicitud internacional (vØase la Norma 

46) 

CuÆndo? El plazo para presentar dichas modificaciones es 

normalmente de 2 meses desde la fecha de transmisión del 

Informe de Büsqueda Internacional; sin embargo, para obtener 

mÆs detalles, vØanse las notas en la pÆgina adjunta. 

Dónde? 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 mÆs detalladas, vØanse las notas en 

la pÆgina adjunta. 

2. [] Por la presente se notifica al solicitante que no se 

SestablecerØ informe de büsqueda internacional y que la 

declaración conforme al Articulo 17(2) (a) a tal efecto se 

transmite con la presente. 

3. [II Con respecto la protesta contra el pago de (un) 

arancel(es) adicionales conforme a la Norma 40.2, se notifica 

al solicitante que: 

[1 la protesta asi como la resoluciÆn 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 

resolución sobre ella a las Oficinas designadas. 

[] aün no ha habido resoluciÆn sobre la protesta; el 

solicitante serÆ notificado en cuanto haya una resolución. 

4. Recordatorios: 

Poco despuØs de los 18 meses desde la fecha de prioridad, la 

Oficina Internacional publicarÆ la solicitud internacional. Si 

el solicitante desea iinpedir o postergar la publicación, un 

escrito de retiro de la solicitud internacional, o de la 

reivindicación de prioridad, deberÆn ser presentados ante la 

Oficina Internacional segün lo previsto en las Normas 90bis.1 

y 90bis.3, respectivamente, antes de la finalización de los 

preparativos tØcnicos para la publicación internacional. 

Dentro de los 19 meses desde la fecha de prioridad, deberÆ 

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 mØs); de lo contrario el solicitante deberÆ, dentro 

de los 20 meses, realizar los trÆmites previstos para el 

ingreso en la fase nacional ante aquellas Oficinas designadas. 



is 

[;] 

Con respecto a las demÆs Oficinas designadas, el plazo de 30 

meses (o con posterioridad) serÆ aplicable aün cuando no se 

presente ningün pedido dentro de los 19 meses. 

VØase el Anexo al Formulario PCT/IB/301 y, para detalles 

acerca de los plazos aplicables, Oficina por Oficina, vØase la 

Gula 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 

Büsqueda Internacional 

Casillero de PCT, Atención: ISA/US, Comisario de Patentes, 

Casilla de Correo 1450, Alexandria, Virginia 22313-1450 

Fax: (703) 305-3230 

Funcionario Autorizado: [firma] Thai -An N Ton. 

TelØfono N° (703) 306-0196 

Formulario PCT/ISA/220 (abril de 2002) 

VØanse las notas en la pÆgina adjunta) 



TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES 

POT 

INFORNE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL 

(ClÆusula 18 y Normas 43 y 44 del POT) 

Referencia de Archivo del Solicitante o agente: CCF-6374PCT 

PARA REALIZAR OTROS TRAMITES: VØase Notificación de 

TransmisiÆn de Informe de Büsqueda Internacional (Formulario 

PCT/ISA/220) y, si fuere aplicable, del punto 5 mÆs abajo. 

Solicitud Internacional No: PCT/US03/34411 

Fecha de Presentación Internacional (dIa/mes/ano) : 29 de 

octubre de 2003 (29-10-2003) 

Fecha de Prioridad (MÆs antigua) (dIa/mes/ano) : 6 de noviembre 

de 2002 (6-11-2002) 

Solicitante: THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

40 Este informe de thlsqueda internacional ha sido preparado por 

esta Autoridad de Büsqueda Internacional y es transmitido al 

solicitante conforme al ArtIculo 18. Se transmite una copia 

del misrno a la Oficina Internacional. 

Este informe de büsqueda internacional consta de 2 pÆginas. 

[xj EstÆ acompanado asimismo de una copia de cada documento de 

arte previo citado en el informe 
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1. Fundamento de Inforrne 

a. Con respecto al idioma, la büsqueda internacional se llevó 

a cabo basada en la solicitud internacional en el idioma en 

que Østa se presentó, a menos que en este punto se indique lo 

contrario. 

la büsqueda internacional se llevÆ a cabo basada en una 

traducción de la solicitud internacional provista a esta 

Autoridad (Norma 23.1(b)). 

b. Con respecto a cualquier secuencia de nucleótidos y/o 

aminoÆcidos revelada en la solicitud internacional, la 

büsqueda internacional se llevÆ a cabo basada en el listado de 

secuencias: 

I contenido en la solicitud internacional en forma escrita 

I presentado junto con la solicitud internacional en forma 

legible por computadora 

presentado con posterioridad ante esta Autoridad en forma 

escrita 

I presentado con posterioridad ante esta Autoridad en forma 

legible por computadora 

I se ha presentado una declaración jurada de que el listado 

de secuencias presentado con posterioridad no va mÆs allÆ de 

la invención de la solicitud internacional presentada 

se ha presentado una declaracion jurada de que la 

informacion grabada en forma legible por computadora es 

idØntica al listado de secuencias escrito 



1] 

2. [] Cjertas reivindicaciones se consideraron no buscables 

(VØase Casillero I) 

3. [] Falta Unidad de Invención (VØase Casillero II) 

4. Con respecto al titulo: 

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

solicitante 

[] el texto ha sido establecido por esta Autoridad coma 

sigue: 

5. Can respecto al resumen: 

[x] el texto es aprobado coma lo presentÆ el solicitante 

[] el texto ha sido establecido, contorme a la Norma 

38.2(b), par esta Autoridad como aparece en el Casillero 

III. El Solicitante puede, dentro de un mes desde la 

fecha de remisión de este informe de büsqueda 

internacional, presentar comentarios ante esta Autoridad. 

6. La LÆmina de dibujos que se publicarÆ con el resurnen es: 

Figura No. 

[I tal coma lo sugirió el Solicitante 

I debido a que el Solicitante no sugiriÆ una Figura. 

[I debido a que Østa es la figura que mejor caracteriza a 

la invención 

[x] Ninguna de las Figuras 

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

Solicitud Internacianal Na. PCT/US03/34411 

A. Clasificación de la Materia: 

IPC(7) : A01N 63/00, 65/00; C12N 5/00, 5/02, 5/06, 5/10, 5/08 

US CL: 424/93.2, 93.21, 435/325, 363, 366, 374, 377, 404, 405, 

395, 401 

De acuerda con la Clasificación Internacianal de Patentes 

. 

(IPC) a con la clasiticación nacional e IPC. 

B. Campos de Büsqueda: 

Documentación minima buscada (sistema de clasiticación seguido 

par simbalas de clasificación) 

US: 424/93.2, 93.21, 435/325, 363, 366, 374, 377, 404, 405, 

395, 401 

DacumentaciÆn buscada ademÆs de la dacumentación minima en la 

medida en que tales dacumentas estÆn incluidas en las campas 

de büsqueda: 

Base de datas electrónica cansultada durante la büsqueda 

internacianal (nambre de la base de datas y, si es pasible, 

tØrminas de büsqueda usadas) 

WEST, CAPLUS, MEDLINE, EMBASE, BIOSIS, LIFESCI 
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C. Documentos Considerados Relevantes 

Categoria* I Cita de documento, indicando, j Relevante para la 

si corresponde, los pasajes 

relevantes 

reivindicación N° 

A FORRESTER J.S et al, Reparación 1-29 

del miocardio infartado con 

cØlulas nadre. Circulación. 2 

de septiembre de 2003, Vol. 

108, N°9, pÆginas 1139-1145, 

vØase el documento completo 

Y SUZUKI, K. et al, Transplante 1-29 

de cØlulas para el tratamiento 

de infarto de miocardio agudo 

usando mioblastos esqueleticos 

que expresan el factor de 

crecimiento de endotelio 

vascular. Circulacion 2001. 

Vol. 104, Suplemento I, pØginas 

1-207-1-212, vØase el documento 

completo 

Y SU, H. et al, La Transferencia 1-29 

de Genes de Factor de 

Crecimiento de Endotelio 

Vascular Mediado por el Vector 



Y 

14 

Viral Adeno-asociado induce la 

forxnaciÆn neovascular en el 

corazón isquØmico. PNAS. 5 de 

dicieinbre de 2000, Vol. 97, 

N°25, pÆginas 13801-13806, 

vØase el documento completo 

Mm, J-Y et al, Transplante de 

CØlulas Madre Embrionarias 

mejora la función cardiaca en 

Ratas despuØs de un infarto. 

J.Appl. Physiol., enero de 

2002, Vol. 92, pÆginas 288-296, 

vØase el documento completo 

1-29 

[] Se mencionan otros docunentos en la continuación del 

Casillero C. 

{] VØase 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 

presentaciÆn internacional o con posterioridad a ella. 

"L": documento que puede arrojar dudas sobre la reivindicaciÆn 

de prioridad o que se cita para establecer la fecha de 

publicación de otra cita o por otra razón especial 

(especificada) 
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11011:
 documento que refiere a una revelación oral, uso, 

exhibiciôn u otro rnedio. 

"P": documento publicado antes de la fecha de presentación 

internacional pero con posterioridad a la fecha de prioridad 

reivindicada. 

"T": documento posterior publicado con posterioridad a la 

fecha de presentación internacional o a la fecha de prioridad 

y que no estÆ en conflicto con la solicitud pero citado para 

comprender un principio 0 teoria que sustenta la invención. 

"X": documento de particular relevancia: la invención 

reivindicada no puede considerarse nueva 0 no puede 

considerarse que implica un paso inventivo cuando el documento 

se tonia solo. 

"1": documento de particular relevancia: la invención 

reivindicada no puede considerarse que implica un paso 

inventivo cuando el documento se combina con otro u otros 

documentos, siendo dicha combinacion obvia para un experto en 

el arte. 

"&": documento miembro de la misma tamilia de patentes. 

Fecha de la finalizacian efectiva de la büsqueda 

internacional: 5 de marzo de 2004 (5-03-2004) 

Fecha de envio del inforine de büsqueda internacional: 29 de 

abril de 2004 

Nombre y domicilio para correspondencia de la ISA/US: 
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Casillero de PCT, Atención: ISA/US. Comisario de Patentes, 

Casilla de Correo 1450, Alexandria, Virginia 22313-1450 

Fax N° (703)305-3230 

Funcionario autorizado: Thai -An N Ton 

TelØfono N° (703) 308-0196 

Formulario PCT/ISA/210 (pÆgina dos) (julio de 1998) 

-40 

S 
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NOTAS AL FORMULARIO PCT/ISA/220 

-0 

Estas Notas estÆn destinadas a dar las instrucciones bÆsicas 

para la presentacion de enmiendas conforme a la ClÆusula 19. 

Las Notas estÆn basadas en los requisitos del Tratado de 

CooperaciOn sobre Patentes, las Reglamentaciones e 

Instrucciones Administrativas conforrue a ese Tratado. En case 

de discrepancia entre estas Notas y aquellos requisitos, se 

aplicarÆn los ültimos. Para obtener informacion mÆs  precisa, 

yea la GuIa del Solicitante de PCT, una publicación de la 

WIPO. 

En estas Notas, "ClÆusula", "Norma", y "Articulo" se refieren 

a las disposiciones del PCT, las Reglamentaciones del PCT y 

las Instrucciones Administrativas, respectivamente. 

INSTRUCCIONES CONCERNIENTES A ENNIENDAS CONFORME A LA CLAUSULA 

� 19 

El solicitante tiene, con posterioridad a la recepción del 

informe de büsqueda internacional, una oportunidad de enmendar 

las reivindicaciones de la solicitud internacional. Sin 

embargo, se debe enfatizar que, dado que todas las partes de 

la solicitud internacional (reivindicaciones, rnernoria 

descriptiva y dibujos) , pueden ser enmendados durante el 

procedimiento de examen preliminar internacional, 



IN 

habitualmente no hay necesidad de presentar enmiendas a las 

reivindicaciones conforrue a la ClÆusula 19 salvo cuando, por 

ejeruplo, el solicitante desea que estas ultimas se publiquen 

para los propósitos de protección provisional o tiene otra 

razón para enniendar las reivindicaciones con anterioridad a la 

publicacion internacional. Asimismo, debe enfatizarse que la 

protección provisional esta disponible solamente en algunos 

Estados. 

QuØ partes de la solicitud internacional pueden enmendarse? 

Conforme a la ClÆusula 19, se pueden enruendar solamente las 

reivindicaciones. 

Durante la fase internacional, las reivindicaciones tambiØn 

pueden enmendarse (o enmendarse nuevamente) conforine a la 

ClÆusula 34 ante la Autoridad del Examen Preliminar 

40 Internacional. La memoria descriptiva y los dibujos podrÆn 

enmendarse solamente conforrue a la ClÆusula 34 ante la 

Autoridad del Examen preliminar Internacional. 

Al ingresar en la fase nacional, todas las partes de la 

solicitud internacional podrÆn enmendarse conforme a la 

ClÆusula 28 o, cuando corresponda, la ClÆusula 41. 



n 

CuÆndo? 

Dentro de los 2 meses desde la fecha de envio del informe de 

büsqueda internacional o de los 16 meses desde la fecha de 

prioridad, el plazo que venza mÆs tarde. Debe hacerse notar, 

sin embargo, que las enmiendas se consideraran como recibidas 

en fecha Si SOfl recibidas por la Oficina Internacional con 

posterioridad a la fecha de vencimiento del plazo aplicable 

pero con anterioridad a las preparaciones tØcnicas para la 

publicación internacional (Norma 46.1) 

Dónde no deben presentarse enmiendas? 

Las enmiendas pueden presentarse solainente ante la Oficina 

Internacional y no ante la Oficina receptora o la Autoridad de 

Büsqueda Internacional (Norma 46.2) 

Cuando se presente / se haya presentado un pedido de examen 

prelirninar internacional, ver abajo. 

Cómo? 

Cancelando una o mÆs reivindicaciones completas, agregando una 

o mas reivindicaciones o enmendando el texto de una o mas de 

las reivindicaciones presentadas. 

DeberÆ presentarse una pÆgina de reemplazo para cada pÆgina de 

las reivindicaciones que, debido a una enmienda o enmiendas, 

difiera de la pÆgina presentada originalmente. 
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Todas las reivindicaciones que aparecen en la pÆgina de 

reemplazo deberÆn estar numeradas en nümeros arÆbigos. Cuando 

se cancele una reivindicacion, no se requiere que se numeren 

nuevamente las demÆs reivindicaciones. En todos los casos en 

que se numeren nuevamente reivindicaciones, Østas deberÆn 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. 

QuØ documentos deben/pueden adjuntarse a las enmiendas? 

Carta (Articulo 205(b) 

Las enmiendas deberan presentarse con una carta. 

La carta no serÆ publicada con la solicitud internacional y 

las reivindicaciones enrnendadas. No deberØ confundirse con la 

"Declaración conforme a la ClÆusula 19(1)" (ver abajo, en 

"Declaración conforme a la ClÆusula 19(1)"). 

La carta deberÆ estar en inglØs o frances, a eleccion del 

solicitante. Sin embargo, Si el idioma de la solicitud 

internacional es el inglØs, la carta deberÆ estar en inglØs; 

si el idioma de la solicitud internacional es el frances, la 

carta debera estar en frances. 
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NOTAS AL FORNULARIO PCT/ISA/220 (continuación) 

La carta debera indicar las diferencjas entre las 

reivindicaciones presentadas y las reivindicaciones 

enmendadas. Debera, en particular, indicar, en relación con 

cada reivindicacion que aparece en la solicitud internacional 

(entendiØndose que las indicaciones idØnticas referidas a 

varias reivindicaciones pueden agruparse) , si 

(i) la reivindicación no cambia; 

(ii) la reivindicacion se cancela; 

(iii) la reivindicacion es nueva; 

(iv) la reivindicación reemplaza a una o mÆs reivindicaciones 

presentadas; 

(v) la reivindicación es el resultado de la division de una 

reivindicaciOn presentada 

Los siguientes ejemplos ilustran la forma en que deben 

explicarse las enmiendas en la carta que se aconçaæa: 

1. [Cuando originalmente habia 48 reivindicaciones y despues 

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 nümeros; 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 despuŒs 

de la enmienda de todas las reivindicaciones hay 11] 

"Las reivindicaciones 1 a 11 reemplazadas par las 

reivindicaciones enrnendadas 1 a 11". 

3. [Cuando originalmente habia 14 reivindicaciones y las 

enmiendas consisten en cancelar algunas reivindicaciones y 

agregar nuevas reivindicaciones] 

"Las reivindicaciones 1 a 6 y 14 quedan sin cambios; las 

reivindicaciones 7 a 13 se cancelan; se agregan nuevas 

reivindicaciones 15, 16 y 17" a 

"Las reivindicaciones 7 a 13 se cancelan; se agregan nuevas 

reivindicaciones 15, 16 y 17; todas las demÆs reivindicaciones 

quedan sin cambios". 

4. [Cuando se realizan diversos tipos de enniiendas] 

"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 reivindicaciÆn 14; la 

reivindicaciÆn 17 se subdivide en las reivindicaciones 

enmendadas 15, 16 y 17; se agregan nuevas reivindicaciones 20 

y 21". 

"Declaración conforme a la ClÆusula 19(1)" (Norma 46.4) 
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Las enmiendas pueden estar acompanadas par una declaracion 

dande se explican las enmiendas y se indica cualquier impacta 

que tales enmiendas padrIan tener en la memaria descriptiva y 

los dibujas (que no pueden ser enmendadas canfarme a la 

Clausula 19(1)). 

La declaración se publicarØ con la solicitud internacional y 

las reivindicacianes enmendadas. 

DeberÆ estar en el idiama en el cual se ha de publicar la 

salicitud internacional. 

Debera ser breve, no excedienda las 500 palabras si estÆ en 

inglØs a se traduce al inglØs. 

Na deberÆ confundirse can y no reemplaza a la carta dande se 

indican las diferencias entre las reivindicacianes presentadas 

y las enmendadas. DeberØ ser presentada en haja aparte y 

debera ser identificada coma tal con un encabezamiento, 

preferentemente usanda las palabras "DeclaraciÆn canfarme a la 

Clâusula 19(1)" 

Na padrÆ cantener ningün comentaria que desacrediten el 

infarme de büsqueda internacional a la relevancia de las citas 

cantenidas en ese infarme. La referencia a citas, relevantes 

para una reivindicación, cantenidas en el infarme de büsqueda 

internacional pueden efectuarse salamente en relacian can una 

enmienda de esa reivindicación. 

Consecuencia si ya so ha presentado un pedido do examen 

preliminar internacional 
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Si, a la fecha de presentar enmiendas y declaraciones 

adjuntas, conforme a la ClÆusula 19, ya se ha presentado un 

pedido de examen preliminar internacional, el solicitante 

deberÆ preferentemente, en el momento de la presentación de 

las enmiendas (y toda declaración) ante la Oficina 

Internacional, presentar tarnbiØn ante la Autoridad del Examen 

Preliminar Internacional una copia de esas enmiendas (y de las 

declaraciones adjuntas) y, cuando se requiera, una traducción 

de esas declaraciones para el procedimiento ante esa Autoridad 

(ver las Normas 55.3(a) y 62.2, inciso primero) Para mÆs 

información, ver las Notas al formulario de pedido 

(PCT/IPEA/401) 

Consecuencia con respecto a la traducción do la solicitud 

internacional para el ingreso en la fase nacional 

Se llama la atención del solicitante sobre el hecho de que, 

al ingresar en la fase nacional, puede tener que presentar una 

traducción de las reivindicaciones enmendadas conforrne a la 

Clausula 19 ante las Oficinas designadas/elegidas, en lugar 

de, a ademÆs de, la traducción de las reivindicaciones 

presentadas. 

Para obtener mas detalles sabre los requisitos de cada Oficina 

designada/elegida, ver Volumen TI de la Gula del Solicitante 

de PCT. 
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The demand must be filed directly with the competent International Preliminary Examining Authority or if two or more Authorities we competent. 
with the one chosen by the applicant The [Wi name or two-hater code of that Authority may be indicated by the applicant on the line below: 
IPEAJ US 

PCT CHAPTER II 

DEMAND 
under Article 31 of the Patent Cooperation Treaty: 

The undersigned requests that the international application specified below be the subject of 
international preliminary examination according to the Patent Cooperation Treaty. 

�a!��_&iJJ��aiJ LA!iiIII!ilEflULiEUiIIYLi3…UiiIJ 

Identification of IPEA Date of receipt of DEMAND 

Applicant’s or agent’s file reference Box No. I IDENTIFICATION OF THE INTERNATIONAL APPLICATION 
CCF-6374PCT 

International application No. International filing date (day/month/year (Earliest) Priority date (day/month/year) 

PCTIEJSO3/344 11 29 October 2003 6 November 2002 
(29.10.2003) (06.11.2002) 

Title of invention 

CELL-BASED VEGF DELIVERY 

Box No. Ii APPLICANT(S) 

Name and (Family annie followed hi’ given none; for a legal etvay, full official designation. Telephone No. 
address: The address must inciseIt, postal code and annie of coioit;y) 216-621-2234

 THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION_ 
Facsimile No. 9500 Euclid Avenue 

Cleveland, Ohio 44195 216-621-4072 
Teleprinter No. United States of America 

Applicant’s registration No. with the Office 

State (that is, country) of nationality:=U1 ate (that is, countr)) of residence: 

Us S 

Name and ’address: (Fon,itv atone follower? by give" none far a legal e,,titi’, full official designation. The address ’ansi iarl,rde postal rode and naasr’ of roan o)-j 

State (that is, country) oF nationality State ale (that is, country) Eliresidence: 

Name and address: (Fr,oi,li’ name followed in, gri’en ao’ito. for a legal entit)" All a//trial rtcsignation. The address lutist inclitdc’ postal eerie trait niu,,r, of coo/tar 

Stale ç’that is, country) of nationality: State (that is, countcl) of residence: 

Further applicants are indicated on a continuation sheet. 

Orin ru I It LA/4O I ( I irs! sheet) Panuar’ 201)4) See Notes to the clansanfI i> 
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[International application No. 
Sheet No. 

PCTIUS03/3441 I 
Box No. ill AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE 

The following person 
isrx j 

agent common representative 

and has been appointed earlier and represents the applicant(s) also for international preliminary examination. 

LIIIis hereby appointed and any earlier appointment of (an) agent(s)/common representative is hereby revoked. 

Eis hereby appointed, specifically for the procedure before the International Preliminary Examining Authority, in addition to 
the agent(s)/common representative appointed earlier. 

Name and address: fr’amilynamefolloivedby given name, Jbra legalentity, full officialdesignatton. 
The include 

Telephone No. 
address must postal code and name of country.) 

WESORICK, Richard S. - -6 2234 
Facsimile No. Tarolli, Sundhcim, Covell & Tummino L.L.P. 

526 Superior Avenue, Suite 1111 216-621-4072 
Cleveland, Ohio 44114 Teleprinter No. 
United States of America 

Agent’s registration No. with the Office 

40,871 
flAddress for correspondence: Mark this check-box where no agent or common representative is/has been appointed and the 

space above is used instead to indicate a special address to which correspondence should he sent. 

Box No. IV BASIS FOR INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION 

Statement concerning amendments:* 

I. The applicant wishes the international preliminary examination to start on the basis of: 

the international application as originally filed 

the description I MAI as originally filed 

as amended under Article 34 

the claims 7X as originally flied 

as amended under Article 19 (together with any accompanying statement) 

Eas amended under Article 34 

the drawingsAt as originally filed 

Cas amended under Article 34 

2.El  The applicant wishes any amendment to I he claims  under Article 19 to he considered as reversed. 

3. C The applicant wishes the start of the international preliminary exaniivalion to he postponed until the expiration of tire 
applicable time limit under Rule 69.1(d). 

’IEl  1 he applicant expressly wishes the international pre Ii liii nary exa us mat i ott to start earlier than at the expiration of t lie 
applicable time limit tinder Rule 54lns. 1(a). 

* Where no check-box is marked, international preliminary examination will start on the basis of the international application 
as originally liled or. where a enpy of amendments to the claims under Article 19 and/or aniendnients of the internanonal application 
under Article 34 are received by the International l’reliiiiiit:ny Fxtuoining Authority helhre it has h)egilit to draw op a written opinioti 
or the international preliminary examination report, as so amended. 

Language for the purposes of international preliminary examination: EnMIlsit 

LAI which is the language it’ which lie international application was tiled. 

which It is the language of a It-an slat it a’ banished I ished Ilir the purposes 01. international search. 

which is the language of  publication of the international app I icat ion. 

Elwhich is the language of the translation (to he) tarnished for the purposes of international preliminary exam i nat ion. 

Box No. V ELECTION OF STATES 

The tiling of this demand constitutes the election of all Contracting States which are designated and are hound by Chapter II el the 
[’CT. 

Ferns l’CF/l P FA!40 I (second sheet) (January 2004) See Autcs to the demand/br,,, 
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International application No. 

Sheet No. 
.. PCT/US03/3441 I 

Box No. VI CHECK LIST 

The demand is accompanied by the following elements, in the language referred to in For international Preliminary 
Box No. IV, for the purposes of international preliminary examination: Examining Authority use only 

received not received 
I. translation of international application 

: sheets II El 
2. amendments under Article 34 sheets El El 
3. copy (or, where required, translation) of 

amendments under Article 19 sheets EJ El 
4. copy (or, where required, translation) of 

statement tinder Article 19 
: sheets 11111 liii 

5. letter 
: sheets [II] 

6. other (specify) 
: sheets Eli El 

The demand is also accompanied by the item(s) marked below: 

I. fee calculation sheet 5. jJ statement explaining lack of signature 

2. E original separate power of attorney 6. J sequence listings in computer readable l’orni 

3. fl original general power of attorney 7. fl tables in computer readable form related to 

copy of general power of attorney: 
8. E 

sequence listings 

other (speci): reference number, if any: 

Box No. VII SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE 
Next to each signature, Indicate the name of Me person signing and the capon/v in utile/i the person signs 4fsueh capacity is not obvious from reading the demand). 

0 
Richard S. Wesorick, Agent 

Reg. No. 40,871 

ii....’............. 1; ... .. i&...IiI
) �UIiIIi flhiLIttJiII) iJbC kJoly 

Dale of actual receipt of DEMAND: 

2. A dj ii sled (late of receipt ol (levi and due 
to C( ) R RECTIONS under Rule 60.1(h): 

3, The dale of receipi of the demand is AFTER the The date of’ receipt of the denmnd is AIThR the 
expiration of 19 months from the priority ilate and ’expirationof (lie time limit under Rule 54 Isis. I (a) and 
item 4 or 5, below, does not apply. item 7 or H. below. does not apply. 

The applicant has been Informed accordingly. 
The date of receipt of the demand is WITHIN the time 

4.fl The (late of receipi of the demand is WITHIN the time limit tinder Rule 54hix. 1(a) as extended by virtue of 
limit of 19 months front the priority date as extended Rate 80.5. 
by virtue of Rule 80.5. 

5. Although the date of receipt of the demand is after the 8. Although the date of receipt of the demand is after the 
expiration of the time limit under Rule 5 4hss. It a), the expiration of 19 months from the priority date. the 
delay in arrival is EXCUSED pursuant to Rule 82 delay in arrival is EXCUSE!) pursuant to Rule 82. 

For International Bureau use only --

Demand I ceen ed horn IP A on � 



PCT 
LCHAPTER II 

FEE CALCULATION SHEET 

Annex to the Demand 

International 
application No. PCT/US03/3441 1 
Applicant’s or agent’s 
file reference CCF-6374PCT 
Applicant 
THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

CALCULATION OF PRESCRIBED FEES 

For International Preliminary Examining Authority use only 

Date stamp of the IPEA 

I. Preliminary examination fee 600.00H 

2. Handling fee (Applicants from certain States are 
entitled to a reduction of 75% of the handling fee. 
Where the applicant is (or all applicants are) so 
entitled, the amount to be entered at/I is 25% of the 
handling fee.) .........................................’162.00 

3. Total of prescribed fees 
Add (lie amounts entered at P and I-I 
and enter total in the TOTAL box ....................USD 762.00 

TOTAL 

MODE OF PAYMENT 

Elauthorization to charge deposit El cash 
UCCOLIJU with the IPEA (see below) 

nX Clique revenue stamps 

Elpostal money order Coupons 

bank draft other (spec frj’): 

AUTHORIZATION TO CHARGE (OR CREDIT) DEPOSIT ACCOUNT 
("I/us mode of payment may not he available at all IPEAs) 

WEAl 

UAuthorization to charge the total fees indicated above. 

nX (This check-box may be marked only U’the conditions for 
deposit accounts of the IPEA so permit) Authorization 
to charge any deficiency or credit any overpayment in 
the total lees indicated above. 

Deposit Account No.: 200090 

Date: 1 June 2004 

Name: Richard S. Wesorick 7 

.Signature:  

Porni I’CT/lP EA/4(t I (Annex) (.1 anuary 20(}4 ,ccc Notes to i/it’ fee calculation sheet 
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La solicitud debera presentarse ante la Autoridad del Examen 

Prelirninar Internacional competente 0, si dos o mÆs 

Autoridades fueran cornpetentes, ante la elegida por el 

solicitante. El solicitante deberÆ indicar el nombre completo 

o el código de dos letras de esa Autoridad en la lInea 

siguiente: 

IPEA/US 

PCT 

SOLICITUD 

CAPITULO II 

Solicitud conforme a la ClÆusula 31 del Tratado de Cooperación 

sobre Patentes: El abajo firmante solicita que la solicitud 

internacional especificada mÆs abajo sea sometida a examen 

preliminar internacional conforme al Tratado de Cooperación en 

Nateria de Patentes. 

Para usa exclusivo de la Autoridad Examinadora Preliminar 

Internacional: 

Identificacion de IPEA: [en blanco] . Fecha de RecepciÆn de la 

Solicitud: [en blanco] 

Casillero No.1: IDENTIFICACION DE LA SOLICITtJD INTERNACIONAL 

Referencia de archivo de Solicitante a agente: CCF-6374PCT 

Solicitud Internacional Nümero: PCT/0503/34411 
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Fecha de Presentaciôn Internacional (dia/mes/ano) : 29 de 

octubre de 2003 (29-10-2003) 

Fecha de la Prioridad (rnÆs antigua) (dIa/rnes/ano) : 6 de 

novieinbre de 2002 (6-11-2002) 

Titulo de la Invencion: PROVISION DE VEGF BASADA EN CELULAS 

Casillero N°II: SOLICITANTE(S) 

� Nombre y domicilio: (Apellido seguido del nombre; pars empresas, razÆn 

social completa. El domicilio debe incluir cddigo postal y ci nombre del 

Pais) 

THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

9500 Euclid Avenue 

Cleveland, Ohio 44114 

Estados Unidos 

N° telefonico: (216) 621-2234 

N° de fax: (216) 621-4072 

Teles: 

N° de Registro del Solicitante ante la Oficina: 

Estado (es decir, pals) de nacionalidad: Estados Unidos 

Estado (es decir, pals) de domicilio: Estados Unidos 

Noxnbre y domicilio*. (Apellido seguido del nombre; Para empresas, razón 

social completa. El domicilio debe incluir cddigo postal y el nombre del 

Pais) 

Estado (es decir, pals) de nacionalidad: 
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Estado (es decir, pals) de residencia: 

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

social completa. El domicilio debe incluir cOdigo postal y el nornbre del 

pals) 

Estado (es decir, pals) de nacionalidad: 

Estado (es decir, pals) de residencia: 

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

pÆgina continuaciôn 
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PÆgina 2 

oP 
NA 

Solicitud Internacional N° PCT/US03/34411 

Casillero Will: AGENTE 0 REPRESENTANTE: 0 DOMICILIO PARA 

CORRE S PONDENC IA 

La siguiente persona es: [x] agente [] representante 

[x] ha sido designada con anterioridad y representa al(os) 

� Solicitante(s) tambiØn para el examen preliminar internacional 

I por la presente es designado y toda designación anterior 

de (un) agente(s)/representante queda por la presente revocada 

I por la presente es designado especificamente para los 

trÆmites ante la Autoridad Examinadora Preliminar 

Internacional, ademÆs del(os) agente(s) /representante(s) 

designados con anterioridad. 

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

social complete. El doniicilio debe incluir c(5digo postal y el nornbre del 

Pais) 

WESORICK, Richard S. 

Tarolli, Sundheim, Covell, Turnmino & Szabo 

526 Superior Avenue, Suite 1111 

Cleveland, Ohio 44114 

Estados tlnidos 

N° telefÆnico: (216) 621-2234 

N° de fax: (216) 621-4072 
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Teles 

Registro del Agente ante la Oficina: 40.871 

[] Domicilio para Correspondencia: Marque este casillero Si no 

se ha designado ningün agente 0 representante y Si el espacio 

de precedente ha sido usado en cambio para indicar un 

domicilio especial al cual ha de enviarse correspondencia. 

Casillero No. IV: FUNDAMENTO PARA EL EXAMEN PRELIMINAR 

INTERNACIONAL 

Declaración relacionada con las enmiendas* 

El solicitante desea que la Autoridad Examinadora Preliminar 

Internacional se inicie sobre la base de: 

[x] la solicitud internacional presentada originalmente 

la mernoria descriptiva [x] presentada originalmente 

enmendada de acuerdo con la 

ClÆusula 34 

las reivindicaciones [x] presentadas originalmente 

I enmendadas de acuerdo con la 

ClÆusula 19 (junto con todas las 

declaraciones juradas adjuntas) 

[1 eninendadas de acuerdo con la 

ClÆusula 34 

los dibujos [x] presentados originalmente 

eninendados de acuerdo con la 

ClÆusula 34 
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2. [ ] El solicitante desea que todas las enmiendas de las 

reivindicaciones conforme a la ClÆusula 19, se consideren 

anuladas. 

3. [ ] El solicitante desea que se posponga el inicio del 

examen preliminar internacional hasta el vencimiento del plazo 

aplicable conforme a la Norma 69.1(d). 

4. [] El solicitante desea expresamente que el examen 

� preliminar internacional empiece con anterioridad al 

vencimiento del plazo aplicable conforme a la Norma 

S4bis.l(a) 

* Si se marca este casillero de verificacion, el examen 

preliminar internacional se iniciarØ en base a la solicitud 

internacional como se presentó originalmente o, cuando una 

copia de las reivindicaciones conforme a la ClÆusula 19 yb 

las enmiendas de la solicitud internacional conforme a la 

ClÆusula 34 sean recibidas por la Autoridad del Examen 

Preliminar Internacional antes de que se haya comenzado a 

esbozar una opiniÆn escrita o el informe del examen preliminar 

internacional y sus enmiendas. 

Idioma para los propósitos del examen preliminar 

internacional: InglØs 

[x] que es el idioma en el cual se presentó la solicitud 

internacional. 
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I que es el idiorna de una traduccion presentada para los 

propósitos de la büsqueda internacional 

que es el idiona de la publicación de la solicitud 

internacional 

I I que es el idioma de la traduccion (par) presentar para las 

prapósitas del examen preliminar internacional. 

� Casillera N°V ELECCION DE ESTADOS 

La presentación de la presente salicitud canstituye la 

elección de tados las Estadas Firmantes que se designan y 

estÆn abligados par el CapItula II del POT. 

PÆgina 3 

Salicitud Internacianal No PCT/0S03/34411 

Casillera N°VI LISTA DE VERIFICACION 

Esta salicitud internacional estÆ acampaflada par las 

siguientes dacumentas para las prapósitos del examen 

preliminar internacional: 

Para usa exclusiva por la 

Autarjdad Examinadara 

Preliminar Internacianal: 

recibida no recibida 

1. traduccjan de la salicitud 

internacional : pÆginas [] [] 



2. enmiendas conforme a la 

ClÆusula 34 

3. copia (a, cuando sea 

necesario, traduccion) 

de enmiendas conforme a 

la ClÆusula 19 

4. copia (o, cuando sea 

necesario, traducciÆn) 

de declaracion jurada 

conforme a la 

ClÆusula 19 

5. carta 

6. otros (especifique) 

EI 

pÆginas 11 11 

pÆginas I  I  

pÆginas [] [] 

pÆginas [] [] 

pÆginas 1] [] 

E 

Esta solicitud estÆ acompanada del/os item/s marcado/s a 

continuaciÆn: 

1. [x] planilla de cÆlculo de aranceles 

2. 1] poder original firmado por separado 

3. [] copia del poder general 

4.[] copia de poder general, nüraero de referencia, si tuviera: 

5.[] declaración de explicacion de falta de firma 

6.[] listado de secuencias en forma legible por computadora 

7.[] tablas en farina legible por computadora relacionadas con 

los listados de secuencias 

8.[] otros (especifique) 



3’ 

Casillero N°VII FIRMA DEL SOLICITANTE, AGENTE 0 REPRESENTANTE 

Junto a la firma, indique el nombre del firmante y el carÆcter 

con el que firma (si el rnismo no se deduce de la Iectura de la 

solicitud) [firma ilegible] Richard S. Wesorick, Agente. Reg. 

No 40.871 

Para uso exciusivo de la Autoridad Examinadora Preliminar 

� Internacional 

1. Fecha de recepciÆn efectiva de la solicitud: 

2. Corrección de fecha de recepción de la solicitud debido a 

correcciones conforme a la Norma 60.1(b):----

3. [ ] La fecha de recepción de la solicitud es POSTERIOR al 

vencimiento del plazo de 19 meses desde la fecha de prioridad 

y el punto 4 o 5 siguientes no son aplicables 

El solicitante ha sido informado en consecuencia 

4. [ ] La fecha de recepciÆn de la solicitud estÆ dentro del 

40 plazo de 19 meses desde la fecha de prioridad prorrogada en 

virtud de la Norma 80.5. 

5. [ ] Aunque la fecha de recepción de la solicitud es 

posterior al vencimiento del plazo de 19 meses desde la fecha 

de prioridad, la demora en la liegada estØ excusada conforme a 

la Norma 82. 

6. [I La fecha de recepción de la solicitud es POSTERIOR al 

vencimiento del plazo conforme a la Norma 54bis.1(a) y el 

punto 7 u 8, a continuación, no son aplicables. 
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7. [] La fecha de recepción de la salicitud estÆ DENTRO del 

plaza conforrue a la Norma 54bis.l(a) prarragada en virtud de 

la Norma 80.5 

8. [] Aunque la fecha de recepcion de la salicitud es 

posterior al vencimiento del plaza canfarme a la Norma 

54bis.1(a), la demara en la llegada estÆ EXC[JSADA canfarme a 

la Norma 82. 

Para usa exclusiva de la Oficina Internacianal---

Fecha de recepción de la salicitud desde la IPEA: --

LI 
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POT 

CAPITULO II 

PLANILLA DE CALCULO DE ARANCELES 

Anexa a la Salicitud de Examen Preliminar Internacjanal 

Pan usa exclusiva de la Autoridad 

Examinadora Preliminar Internacional. 

Sello fechador de la IPEA. 

� Salicitud Internacjanal Na: PCT/US03/34411 

Referencia de archivo del solicitante a agente: CCF-6374PCT 

Solicitante: THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

CÆlcula de aranceles previstos: 

1. Arancel de examen preliminar 

2. Arancel par trÆrriite 

(Las salicitantes de ciertas 

Estadas tienen derecha a un 

descuenta del 75% del arancel 

del arancel par trÆmite. 

Cuanda el salicitante tenga 

(a tadas las salicitantes tengan) 

ese derecha, la cantidad para 

calacar en 1-i serÆ el 25% del 

arancel par trÆznite) 

$ 600,00 [P] 

$ 162,00 [H] 
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3. Total de aranceles previstos 

Sume los importes ingresados en P y H 

y coloque el total en el casillero 

TOTAL $ 762,00 

TOTAL 

Forma de Pago 

autorización para debitar de cuenta de deposito (ver mÆs 

abajo) 

] efectivo [x]cheque [ I estampillas [ ] giro postal 

I bonos [ ] giro bancario [ ] otra: (especifique) 

Autorizacion para DØbito de Cuenta de Depósito 

(Esta forma de pago no estÆ disponible en todas las IPEA) 

[] Autorizacion para debitar los aranceles totales indicados 

anteriormente 

[x] (Este casillero puede marcarse solamente si las 

condiciones para las cuentas de deposito de la IPEA lo 

permiten) Autorizacion para debitar todos los importes 

faltantes o para acreditar todos los pagos excedentes en los 

aranceles totales iridicados anteriormente. 

IPEA/US 

Cuenta de DepÆsito N° 20-0090 

Fecha: 1 de junio de 2004 

Nombre: Richard S. Wesorick 

Firma: [firma illegible] 

PCT/IPEA/401 (Anexo) (enero de 2004) 
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RICHARD S. WESORICK PCT 
526 SUPPERIORAVENU CNJtIIW W)T]HCATION OF TRANSMITTAL OF 
SUITE 1111 _–’ MAR 282005 INTERNATIONAL PRELIMINARY 
CLEVELAND, 00 44114 I EXAMINATION REPORT 

21t1tMi
  

SUJ 
Jt’L.J (PCT Rule 71.1) 0-fAROV 

Date of Mailing 
(day/month/year) 

9 5 MAR 2005 Applicant’s or agent’s file reference 

IMPORTANT NOTIFICATION 
CCF-6374PCT 
International application No. rnational filing date 

(day/month!nO6

F29

Priority date (day/month/year) 

PCTIUS03I344I I October 2003 (29.10.2003)  November 2002 (06.11.2002) 
Applicant 

THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

1. The applicant is hereby notified that this International Preliminary Examining Authority transmits herewith the 
international preliminary examination report and its annexes, if any, established on the international application. 

2. A copy of the report and its annexes, if any, is being transmitted to the International Bureau for communication 
to all the elected Offices. 

3. Where required by any of the elected Offices, the International Bureau will prepare an English translation of the 
report (but not of any annexes) and will transmit such translation to those Offices. 

4. REI%IINDER 

The applicant must enter the national phase before each elected Office by perforating certain acts (filing 
translations and paying national fees) within 30 months from the priority date (or later in some Offices) (Article 
39W)(see also the reminder sent by the International Bureau with Form PCT/IB/301). 

Where a translation of the international application must be furnished to an elected Office, that translation must 
contain a translation of any annexes to the international preliminary examination report. It is the applicant’s 
responsibility to prepare and furnish such translation directly to each elected Office concerned. 

For further details on the applicable time limits and requirements of the elected Offices, see Volume 11 of the 
PCT Applicant’s Guide. 

Name and mailing address of the IPEAJUS Authorized officer 
Mail Stop PCT, Ann: WEAl US 
Commissioner for Patents l’haian N. Ton 
P.O. Box 1450 
Alexandila, Virginia 22313-1450 Telephone No. 571-272-1600 

Facsimile No. (703) 305-3230 
Form PCT/IPEAJ4 16 (July 1992) 



PATENT COOPERATION TREATY 

PCT 
INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 

Applicant’s or agent’s file reference See Notification of Transmittal of International 
FOR FURTHER ACTION 

Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/4 16) 
CCF-6374PCT 
International application No. International filing date (day/month/year) Priority date (day/inanth/year) 

PCT/US03/34411 29 October 2003 (29.10.2003) 06 November 2002 (06.11.2002) 
International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 

IPC(7): AOIN 63/00,65/00; C 12 5/00,5/02,5/06,5/10,5/08 and US Cl.: 424/93.21; 435/325, 363,366,374,377,404,405,395,401 
Applicant 

THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

1. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary 

Examining Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 

2. This REPORT consists of a total ofksheets, including this cover sheet-

heetThis

 Thisreport is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings 

which have been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made 

before this Authority (see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 

btigasW Ma total 

3. This report contains indications relating to the following items: 

I Basis of the report 

II Priority 

Ill Non-establishment of report with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 

IV fl Lack of unity of invention 

V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial 

applicability; citations and explanations supporting such statement 

VI Certain documents cited 

VII Certain defects in the international application 

VIII Certain observations on the international application 

Date of submission of the demand Date of completion of this report 

01 June 2004 (01.06.2004) 16 March 2005 (16.00.2005) 

Name and mailing address of the IPEA/US 
Us 

Authorized officer 

Thaian N. Ton  
Atenndna Virgima22313 1450 

Facsimile No. (703) 305-3230 Telephone No. 571-272-1600 

Form PCT/!PEA/409 (cover sheet)(July 1998) 

0 
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International application No. 

/ 
INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT PCT/US03/3441 I 

C) 

I. Basis of the report 

With regard to the elements of the international application* 

the international application as originally filed. 

the description: 
pages 1-46 as originally filed 
pages NONE , filed with the demand 
pages NONE , filed with the letter of  

Zthe claims: 
pages NONE , as originally filed 
pages 47-49 , as amended (together with any statement) under Article 19 
pages NONE , filed with the demand 
pages NONE , filed with the letter of_______________________________ 

the drawings 
pages 1-10 , as originally filed 
pages NONE , filed with the demand 
pages NONE , filed with the letter of  

� [J the sequence listing part of the description: 

pages NONE , as originally filed 
pages NONE , filed with the demand 
pages NONE , filed with the letter of  

2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the 

language in which the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 
These elements were available or furnished to this Authority in the following language _____ which is: 

[] the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Ru1e23. 1(b)). 

[J the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

[I] the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination(under Rules 

55.2 and/or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the 
international preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

[II] contained in the international application in printed form. 

[I filed together with the international application in computer readable form. 

furnished subsequently to this Authority in written form. 

[II furnished subsequently to this Authority in computer readable thnn. 

[] The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 

international application as filed has been furnished. 

[] The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listi 

has been furnished. 

4. Z The amendments have resulted in the cancellation of: 

the description, pages NONE 

the claims, Nos. 1-16,28 and 29 

the drawings, sheets/fit NONE 

5. This report has been established as if (some of) the aniendmerits had not been made, since they have been considered to go 
beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c))." 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to in 
this report as originallyjUed" and are not annexed to this report since they cb not contain amendments (Rules 70.16 and 70.17). 
** Any replacement sheet containing such amendments must be referred to wider item I and annexed to this report. 
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V. Reasoned statement under Rule 66.2(a)(il) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

1 STATEMENT 

Novelty (N) Claims 17-27 and 30-38 YES 

Claims NONE NO 

Inventive Step (IS) Claims 17-27 and 30-38 YES 
Claims NONE NO 

Industrial Applicability (IA) Claims 17-27 and 30-38 YES 

Claims NONE - NO 

2. CITATIONS AND EXPLANATIONS 
Claims 17-27 and 30-38 meet the criteria set out in PCT Article 33(4), for industrial applicability because the subject matter claimed 
can bemade or used in industry. 

Applicants argue the following in response to the written opinion, mailed January 13, 2005: That the cited art of record, whether 
taken alone, or in combination, do not teach the suggested features of claims 17 and 27, as currently amended, and newly added 
claim 35, because none of the references teach the transplantation or introduction of cells expression VEGF in conjunction with 
administration of an agent that causes cells to be mobilized from the bone marrow to the peripheral blood and/or the injection of 
MAPCs into the peripheral blood. 
Applicants arguments are found to be persuasive. 

Claim 17-27 and 30-38 meet the criteria set out in PCT Article 33(2)-(3), because the prior art does not teach or fairly suggest the 
claimed invention. 

[1 



International application No. 

a I INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 
PCT/US03/3441 I 

I VIII. Certain observations on the international application I 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the questions whether the claims 

are filly supported by the description, are made: 

Claims 17-38 are objected to as lacking clarity tinder PCT Rule 66.2(a)(v) because of the claim are not fully supported by the 
description. The description does not disclose the claimed invention in a manner sufficiently clear and complete for the claimed 
invention to be carried out by a person skilled in the art because: the claims are broadly drawn to the treatment of infracted 
myocardium using cells affected to express VECIF in the infracted myocardium. However, this lacks clarity because the state of the 
art of treatment of heart disease and gene therapy is found to be unpredictable. In particular, the route of delivery, the cell 
engrafiment, and the amount of expression of a particular transgene is found to be unpredictable. 

Applicants argue that the claims are full supported by the description, that the first step requires the transplantation of cells that are 
affected to express VEUF, and that the second step comprises increasing the concentration of stem cells in the ischemia damaged 
tissue by administering an agent and/or injecting MAPCs into the blood. 

This is not persuasive. The instant claims broadly do not provide specific steps, for example, specific routes of delivery, specific 
vectors, which would provide clarity for the claimed invention. For example, the claims state that the cells are affected to express 
VEOF, and that in further embodiments, that the cells are transfected by an expression vector that includes a nucleotide encoding 
VEOF. The art recognizes that particular vector used to transfect cells affects its expression in vivo. Furthermore, the description 

� broadly contemplates methods for delivery of the cells, however, only specific methods are provided by the description with regard 
to producing a therapeutic result. The claims are broadly drawn to any delivery method, using any particular vector to result in the 
claimed result. This is not found to provide clarity for the claimed invention, because of the unpredictable stare of the art of cellular 
transplantation therapy. Although specific examples provided by the specification may provide clarity, the claims, as a whole are 
broadly lacking clarity. 

. 
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Having described the invention, the following is claimed: 

17. A method of treating infarcted myocardium, said method 

comprising the steps of: 

introducing cells into said infarcted myocardium, said cells being 

affected to express VEGF in said infarcted myocardium; and 

administering an agent that mobilizes stem cells from bone marrow 

to peripheral blood of the infarcted myocardium, the stem cells being mobilized 

from the bone marrow to the peripheral blood while said ’VEGF is expressed in the 

infarcted myocardium. 

18. The method of claim 17 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 chematherapeutic agents. 

19, The method of claim 18 wherein the agent comprises G-CSF. 

20. The method of claim 17 wherein the cells are affected to express 

VEGF using gene therapy. 

21. The method of claim 20 wherein the cells are affected to express 

VEGF, are transfected by an expression vector, said expression vector including a 

nucleotide encoding VEGF. 

22. The method of claim 17 further comprising the step of culturing 

cells ex vivo prior to affecting the cells to express VEGF. 

23. The method of claim 22 wherein the cells affected to express VEGF 

comprise autologous cells that have been harvested from the subject to be treated 

prior to culturing. 

AMFIJnrn eucct 



24. The method of claim 17 wherein said infarcted myocardium 

includes a first concentration of VEGF, the cells affected to express VEGF 

increasing the concentration of VEGF in the ischemia damaged tissue from the 

first concentration to a second concentration. 

25. The method of claim 17 wherein the cells affected to express VEGF 

in the infarcted myocardium being further affected to express SDF-1 in the 

ischemia damaged tissue. 

26. The method of claim 17 wherein the cells are affected to express 

SDF-1 by introducing an expression vector into said cells ex vivo, said expression 

vector including a nucleic acid encoding for SDF- 1. 

27. A method of treating infarcted myocardium, said method 

comprising the steps of: 

introducing skeletal myoblasts into said infarcted myocardium, said 

skeletal myoblasts being transfected with an expression vector to express VEGF in 

said infarcted myocardium; and 

administering a colony stimulating factor that mobilizes stem cells 

from bone marrow to peripheral blood of the infarcted myocardium, said stem cells 

Sbeing mobilized from the bone marrow to the peripheral blood while said VEGF is 

expressed in the infarcted myocardium. 

30. The method of claim 27 further comprising the step of culturing the 

skeletal myoblasts ex vivo prior to affecting the skeletal myoblasts to express 

VEGF. 

31. The method of claim 27 wherein the skeletal myoblasts affected to 

express VEGF comprise autologous cells that have been harvested from the subject 

to be treated prior to culturing. 
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32. The method of claim 27 wherein the infarcted myocardium includes 

a first concentration of VEGF, the skeletal myoblasts affected to express VEGF 

increasing the concentration of VEGF in the infarcted myocardium from the first 

concentration to a second concentration. 

33. The method of claim 27 the skeletal myoblasts affected to express 

VEGF in the infarcted myocardium being further affected to express SDF- 1 in the 

ischemia damaged tissue. 

34. The method of claim 33 the skeletal myoblasts being affected to 

express SDF-1 by introducing an expression vector into the skeletal myoblasts ex 

vivo, said expression vector including a nucleic acid encoding for SDF-l. 

35. A method of treating ischemia damaged tissue, the method 

comprising: 

transplanting cells affected to express VEGF to the ischemia 

damaged tissue; and 

increasing the concentration of stem cells in the ischemia damaged 

tissue, the concentration of stem cells being increased while the VEGF is expressed 

in the ischemia damaged tissue, the concentration of stem cells being increased by 

at least one of administering an agent that mobilizes stem cells from bone marrow 

to peripheral blood of the ischemia damaged tissue or injecting multipotent adult 

progenitor cells (MAPCs) into the peripheral blood of the ischemia damaged 

tissue. 

36. The method of claim 35 the agent being selected from the group 

consisting of cytokines, chemokines, and the ehematherapeutic agents. 

37. The method of claim 36 wherein the agent comprises G-CSF. 

38. The method of claim 35 further comprising transplanting cells 

affected to express SDF-1 to the ischemia damaged tissue. 

a 
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TRATADO DE COOPERACION EN NATERIA DE PATENTES 

PCT. NOTIFICACION DE RENISION DEL INFORNE DEL EXAMEN 

PRELIMINAR INTERNACIONAL (PCT, Norma 71.1) 

De la: AUTORIDAD DEL EXAMEN PRELININAR INTERNACIONAL 

Para: Richard S. Wesorick 

Tarolli, Sundheim, Covell & Turrimino LLP 

526 Superior Avenue 

Suite 1111 

Cleveland, Ohio 44114 

Fecha de envio (dia/mes/ano) : 25 de marzo de 2005 

Referencia de archivo del Solicitante o agente: CCF-6374PCT 

NOTIFICACION IMPORTANTE 

Solicitud Internacional nüinero: PCT/US 03/34411 

Fecha de presentación internacional (dia/nes/aflo) : 29 de octubre 

de 2003 (29-10-2003) 

Fecha de prioridad (dia/mes/ano) : 6 de noviembre de 2002 (6-11-

2002) 

Solicitante: THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

1. Por la presente se notifica al solicitante que esta 

Autoridad de Examen Prelirninar Internacional rernite por la 

presente el informe del examen preliminar internacional y sus 
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anexos, si los hubiere, establecido sabre la solicitud. 

internacional. 

2. Se remite una copia del inforrue y sus anexos, si hubiere, a 

la Oficina Internacional para su conunicaciÆn a las Oficinas 

elegidas. 

3. Cuando las Oficinas elegidas asi lo soliciten, la Oficina 

Internacianal prepararÆ una traducciÆn al inglØs del informe 

(pero no de ninguno de SUS anexos) y la rexnitirÆ a dichas 

Oficinas. 

4. RECORDAMOS: 

El salicitante debe ingresar en la fase nacianal ante cada una 

de las Oficinas elegidas realizanda ciertas trÆniites 

(presentación de traducciones y page de aranceles nacionales) 

dentra de las 30 meses de la fecha de priaridad (a mÆs tarde 

en algunas Oficinas) (Clausula 39(1)) (vØase tambiØn el 

recardataria enviada per la Oficina Internacianal can el 

Farinularia PCT/IB/301) 

Cuanda deba presentarse una traducción ante una Oficina 

elegida, dicha traducción deberÆ incluir la traducciOn de 

todas las anexos del infarme del examen preliminar 

internacianal. La preparación y presentación de la traducción 

directamente ante cada Oficina elegida es respansabilidad del 

salicitante. 
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Para obtener rnÆs detalles sobre los plazos aplicables y 

requisitos de las Oficinas elegidas, vØase el Volurnen II de la 

Guia para ci Solicitante par POT. 

Nombre y domiciiio para correspondencia de la ISA/US: 

Casillero de POT, AtenciÆn: ISA/US. Comisario de Patentes, 

Casilla de Correo 1450, Alexandria, Virginia 22313-1450 

S Fax N° (703)305-3230 

Funcionario autorizado: Thaian N Ton 

TelØfono No 571-272-1600 

Formuiario PCT/IPEA/416 (julio de 1992) 
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TRATADO DE 000PERACION EN MATERIA DE PATENTES 

PCT 

INFORME DEL EXAMEN PRELININAR INTERNACIONAL 

(PCT, ClÆusula 36 y Norma 70) 

Referencia de archivo del Solicitante o agente: CCF-6374PCT 

PARA OTROS TRAMITES: VØase la Notif–cación de Renisión del Informe de 

Examen Preliminar Internacional (Formularlo PCT/IPEA/416) 

Solicitud Internacional No.: PCT/US 03/34411 

Fecha de presentacion Internacional (dia/nes/ano) : 29 de octubre 

de 2003 (29-10-2003) 

Fecha de prioridad (dia/mes/ano) : 6 de noviembre de 2002 (6-11-

2002) 

Clase de Patente Internacional (120) o clase nacional e 120: 

120(7) A01N 63/00, 65/00; C12N 5/00, 5/02, 5/06, 5/10, 5/08 y 

US CL: 424/93.2, 93.21, 435/325, 363, 366, 374, 377, 404, 405, 

. 
395, 401 

Solicitante: THE CLEVELAND CLINIC FOUNDATION 

1. Este informe de examen preliminar internacional ha sido 

preparado por la Autoridad de Examen Preliminar Internacional 

y se remite al solicitante conforme a la ClÆusula 36. 

2. El INFORNE se compone de un total de 4 pÆginas, incluyendo 

esta carÆtula. 

I Este informe va acompaflado tambiØn de ANEXOS, es decir, 

pÆginas de la memoria descriptiva, reivindicaciones y/o 

dibujos que se han modificado y constituyen la base de este 
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informe y/o pÆginas que contienen rectificaciones hechas ante 

esta Autoridad (vØase la Norma 70.6 y el Articulo 607 de las 

Instrucciones Administrativas conforme al PCT) 

Estos anexos constan de 3 pÆginas. 

3. Este informe contiene indicaciones y pÆginas 

correspondientes relacionadas con los siguientes puntos: 

I. [x] Fundamento del informe 

II.[] Prioridad 

III.[] No establecimiento de opiniÆn sobre la novedad, paso 

inventivo y aplicabilidad industrial 

IV. [] Falta de unidad de invención 

V. [x] OeclaraciÆn fundamentada conforme a la Clausula 35(2) 

sabre la novedad, paso inventivo o aplicabilidad industrial; 

citas y explicaciones que fundamentan dicha declaración. 

VI. [] Ciertos documentos citados 

VII. [] Ciertos defectos en la solicitud internacional 

VIII. [x] Ciertas Observaciones sobre la solicitud 

internacional 

Fecha de presentación del pedido: 1 de junio de 2004 (1-06-04) 

Fecha de finalización del informe: 16 de marzo de 2005 (16-03-

05) 

Nombre y domicilio para correspondencia de la ISA/US: 

Casillero de PCT, Atención: ISA/US. Comisario de Patentes, 

Casilla de Correo 1450, Alexandria, Virginia 22313-1450 

Fax NO (703)305-3230 



Funcionario autorizado: Thaian N Ton 

TelØfono N° 571-272-1600 

INFORME DEL EXAMEN PRELININAR INTERNACIONAL 

Solicitud Internacional No.PCT/US03/34411 

I. Fundamento del informe 

1. Con respecto a los elementas de la solicitud internacional 

11 la solicitud internacional presentada originalmente 

[x] la inemoria descriptiva: 

pÆginas 1-46 presentadas originairnente 

pØginas NINGUNA presentadas con el pedido 

pÆginas NINGUNA presentadas con la carta de 

[x] las reivindicaciones 

pÆginas NINGUNA presentadas originalrnente 

pÆginas 47-49 enmendadas (junto con toda declaracion) conforme 

a la Clausula 19 

pÆginas NINGUNA presentadas con el pedido 

pÆginas NINGUNA presentadas con la carta de 

[x] los dibujos 

pÆginas 1-10 presentadas originalrnente 

pÆginas NINGUNA presentadas con el pedido 

pÆginas NINGUNA presentadas con la carta de 
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[I la parte del listado de secuencias de la memoria 

descriptive: 

pÆginas NINGUNA presentadas originalinente 

pÆginas NINGUNA presentadas con el pedido 

pÆginas NINGUNA presentadas con la carta de  

2. Con respecto al idioma, todos los elementos marcados 

anteriormente estaban disponibles o se proporcionaron a esta 

Autoridad en el idioma en que se presentó la solicitud 

internacional, a menos que se indique lo contrario en este 

punto. 

Estos elementos estaban disponibles o se proporcionaron a esta 

Autoridad en el siguiente idioma: , que es: 

I el idioma de la traducciôn proporcionada para los 

propósitos de la büsqueda internacional (conforme a la Norma 

ID 
23.1(b)). 

I el idioma de publicacion de la solicitud internacional 

(conforme a la Norma 48.3(b)). 

I el idioma de una traduccion proporcionada con los 

propósitos del examen preliminar internacional (conforme a la 

Norma 55.2 y/o 55.3). 

3. Con respecto a cualquier secuencia de nucleótidos yb 

aminoIcidos revelada en la solicitud internacional, el examen 



prelirninar internacianal se llevÆ a caba sabre is base del 

listada de secuencias: 

contenido en la solicitud internacianal en forms escrita. 

I presentado junta can la salicitud internacianal en forma 

legible par camputadara 

I proparcianada pasteriarmente a esta Autaridad en forma 

escrita. 

I praparcianada pasteriarmente a esta Autaridad en forma 

legible par camputadara. 

I Se ha prestada la declaración jurada segün la cual el 

listada de secuencias escrita praparcianada can pasteriaridad 

no va mas allØ de la revelación de la salicitud internacianal 

presentada. 

Se ha prestada la declaracion jurada segæn la cual la 

infarmación registrada en forma legible par camputadara es 

idØntica al listada de secuencias escrita. 

4. [x] Las madificacianes han dada lugar a la cancelacion de: 

[x] la memaria descriptiva, pags NINGUNA 

[x] reivindicacianes Nos 1-16, 28 y 29 

[x] figuras, pags/figs NINGtJNA 

5. [J Este infarme se ha establecida coma si (algunas de) las 

madificacianes no se hubieran intraducida, ya que se ha 



considerado que Østas exceden la invenciÆn presentada (Norma 

70.2 (c) 

*Las pa’ginas de reemplazo que se han presentado ante la 

Oficina receptora en respuesta a una invitacio’n conforme a la 

ClÆusula 14 se citan en esta opinion canto "originalmente 

presentadas". 

**Todas las pÆginas de reemplazo que contienen esas enmiendas 

SdeberÆn citarse en el item 1 y adjuntarse a este informe. 

INFORNE DEL EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL 

Solicitud Internacional N° PCT/0S3/34411 

V. Declaración fundamentada conforme a la Norma 66.2(a) (ii) 

sobre la novedad, paso inventivo o aplicabilidad industrial; 

citas y explicaciones que funclanentan dicha declaración. 

1. Declaración 

Novedad (N) Reivindicaciones 17-27 y 30-38 Si 

Reivindicaciones NINGUNA NO 

Paso Inventivo (IS) Reivindicaciones 17-27 y 30-38 51 

Reivindicaciones NINGUNA NO 

Aplicabilidad industrial(IA) Reivindicaciones 17-27 y 30-38 Si 

Reivindicaciones NINGUNA NO 

2. Citas y Explicaciones: 

Las reivindicaciones 17-27 y 30-38 cumplen con los criterios 

establecidos en la Clausula 33 (4) del PCT, para la 
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aplicabilidad industrial porque el objeto reivindicado puede 

fabricarse a usarse en la industria. 

Los solicitantes arguinentan 10 siguiente en respuesta a la 

opiniÆn escrita, rernitida el 13 de enero de 2005: Que el arte 

citado de archivo, ya sea tornado solo, o en cornbinación, no 

enseæa las caracteristicas sugeridas de las reivindicaciones 

17 y 27, actualmente enmendadas, y la reivindicacion agregada 

35, debido a que ninguna de las referencias enseæa el 

transplante a la introducciÆn de VEGF de expresiOn de cØlulas 

en conjunto con la adrninistración de un agente que hace que 

las celulas se inovilicen desde la inØdula ósea a la sangre 

periferica y/o la inyección de MAPO en la sangre perifØrica. 

Los argumentos de los solicitantes son convincentes. 

Las reivindicaciones 17-27 y 30-38 cumplen con los criterios 

establecidos en la Clausula 33(2)-(3) del POT, porque el arte 

previo no enseæa a sugiere suficientemente la invencion 

reivindicada. 

INFORME DEL EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL 

Solicitud Internacional No PCT/US03/34411 

VIII. Ciertas Observaciones sobre la solicitud internacional 

Se hacen las siguientes observaciones acerca de la claridad de 

las reivindicaciones, la memoria descriptiva y los dibujos a 
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sobre las cuestiones de si las reivindicaciones estÆn 

completamente sustentadas por la memoria descriptiva: 

Las reivindicaciones 17-38 son rechazadas ya que carecen de 

claridad conforme a la Norma 66.2(a) (v) del PCT debido a que 

las reivindicaciones no estÆn totalmente sustentadas por la 

memoria descriptiva. La memoria descriptiva no revela la 

invención reivindicada en una forma suficientemente clara y 

completa para que la invención sea realizada por un experto en 

el arte porque: las reivindicaciones se refieren ampliamente 

al tratamiento del miocardio infartado usando cØlulas 

afectadas para expresar VEGF en el miocardio infartado. Sin 

embargo, esto carece de claridad porque el estado del arte del 

tratamiento de cardiopatias y la terapia de genes se considera 

impredecible. En particular, la via de administracion, el 

injerto de cØlulas, y el nivel de expresiÆn de un transgen 

particular se considera impredecible. 

Los solicitantes argumentan que las reivindicaciones estÆn 

totalmente sustentadas por la memoria descriptiva, que el 

primer paso requiere el transplante de celulas que son 

afectadas para expresar VEGF y que el segundo paso comprende 

aumentar la concentración de cØlulas madre en el tejido danado 

por isquemia administrando un agente y/o inyectando MAPC en la 

sangre. 


