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DESCRIPCION
Células madre adultas multipotentes y procedimientos para su aislamiento

Campo de la invencion

La invencion se refiere en general a procedimientos para el aislamiento de células madre, células aisladas por los
procedimientos y usos terapéuticos para esas células. Mas especificamente, la invencion se refiere a células
progenitoras derivadas de médula aisladas que tienen el potencial de diferenciarse para formar células de diversos
linajes celulares, asi como a procedimientos para aislar las células y para inducir la diferenciacién especifica de las
células aisladas por el procedimiento, y marcadores especificos que estan presentes en estas células tales como
proteinas y factores de transcripcion.

Antecedentes de la invencion

La generaciéon de organos y tejidos a partir de células madre y su posterior trasplante proporciona tratamientos
prometedores para muchas patologias, haciendo de las células madre un foco central de investigacion en muchos
campos. El uso de células madre para la generacion de 6rganos y tejido para trasplante proporciona una terapia
alternativa prometedora para diabetes, enfermedad de Parkinson, hepatopatia, cardiopatia, y trastornos
autoinmunitarios, por nombrar algunas. Sin embargo, existen al menos dos problemas principales asociados con el
trasplante de érganos vy tejido. En primer lugar, existe una falta de donantes de 6rganos vy tejido. Tan solo un 5 por
ciento de los 6rganos necesarios para trasplantes en los Estados Unidos estan siempre disponibles para un
receptor. (Evans, y col., J. Am. Med. Assoc. (1992) 267: 239-246.) De acuerdo con la Asociacién Americana del
Corazon, soélo 2.300 de los 40.000 americanos que necesitaron un corazén nuevo en 1997 recibieron uno, y la
Fundacion Americana del Higado informa que existen menos de 3.000 donantes para los casi 30.000 pacientes que
mueren cada afo de insuficiencia hepatica. El segundo problema principal es la incompatibilidad potencial del tejido
trasplantado con el sistema inmunitario del receptor. Debido a que el sistema inmunitario del huésped reconoce el
organo o tejido donado como extrafio, se deben proporcionar al paciente medicaciones anti-rechazo con un coste
significativo tanto financiero como fisico.

El xenotrasplante o el trasplante de tejido u 6rganos de otras especies, podria proporcionar un medio alternativo
para superar la falta de o6rganos y tejidos humanos. El xenotrasplante ofreceria la ventaja de la planificacion
avanzada del trasplante, permitiendo que se recoja el érgano mientras aln esta sano y permitiendo que el paciente
se someta a cualquier pretratamiento beneficioso antes de la cirugia de trasplante. Desafortunadamente, el
xenotrasplante no supera el problema de incompatibilidad del tejido, sino que lo agrava. Ademas, de acuerdo con los
centros para el control de enfermedades, existe evidencia de que los virus dafinos cruzan las barreras entre
especies. Los cerdos se han convertido en candidatos probables como donantes de érgano y tejido, aun cuando se
ha documentado la transmision entre especies de mas de un virus de cerdos a seres humanos. Por ejemplo,
recientemente se sacrificaron mas de un millén de cerdos en Malasia en un esfuerzo por contener un brote de virus
Hendra, una enfermedad que se transmitié a mas de 70 humanos con resultados mortales. (Butler, D., Nature (1999)
398: 549.)

Células madre: Definiciéon y uso

Por lo tanto, la fuente mas prometedora de 6rganos y tejidos para trasplante radica en el desarrollo de la tecnologia
de células madre. En teoria, las células madre pueden sufrir una division celular autorrenovadora para dar lugar a
células hijas fenotipica y genotipicamente idénticas durante un tiempo indefinido y por ultimo se pueden diferenciar
en, al menos, un tipo de célula final. Se pueden generar tejidos para trasplante generando tejidos u 6rganos a partir
de las células madre propias del paciente, o alterando las células heterélogas de modo que el sistema inmunitario
del receptor no las reconozca como extrafias, para proporcionar las ventajas asociadas con el xenotrasplante sin el
riesgo asociado de infeccidn o de rechazo del tejido.

Las células madre también proporcionan una esperanza para la mejora de los resultados del tratamiento génico. Las
células madre propias de un paciente se podrian alterar genéticamente in vitro, después reintroducirse in vivo para
producir un producto génico deseado. Estas células madre alteradas genéticamente tendrian el potencial de ser
inducidas para diferenciarse para formar una multitud de tipos celulares para su implantacién en zonas especificas
en el organismo, o para su aplicacion sistémica. Alternativamente, las células madre heterélogas se podrian alterar
genéticamente para expresar el antigeno del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) del receptor, o ningun
MHC, para permitir el trasplante de esas células del donante al receptor sin el riesgo asociado de rechazo.

Las células madre se definen como células que tienen un potencial de proliferacion extenso, algunos dirian
indefinido, que las diferencia en varios linajes celulares, y que pueden repoblar tejidos tras el trasplante. La célula
madre por excelencia es el embriocitoblasto (ES), ya que tiene un potencial de auto-renovacion ilimitado y de
diferenciacion multipotente. Estas células se derivan de la masa celular interior del blastocisto, o se pueden derivar
de células germinativas primigenias de un embrién post-implantacién (células germinativas embrionarias o células
EG). Se han derivado células ES y EG de raton, y mas recientemente también de seres humanos y primates no
humanos. Cuando se introduce en blastocistos de ratén o blastocistos de otros animales, las células ES pueden
contribuir a todos los tejidos del ratén (animal). Cuando se trasplanta en animales post-natales, las células ES y EG
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generan teratomas, lo que demuestra de nuevo su multipotencia. Se pueden identificar células ES (y EG) por tincion
positiva con los anticuerpos SSEA1 y SSEA4.

A nivel molecular, las células ES y EG expresan una serie de factores de transcripcion altamente especificos para
esas células no diferenciadas. Estos incluyen oct-4 y Rex-1. También se encontraron los LIF-R y los factores
transcripcion sox-2 y Rox-1, incluso aunque los dos ultimos también se expresan en células no-ES. oct-4 es un factor
de transcripcion expresado en el embridn pregastrulacion, el embrién en la fase de division temprana, las células de
la masa celular interior del blastocisto, y en las células de carcinoma embrionario (CE). oct-4 esta regulado por
disminucion cuando se inducen células para diferenciar in vitro y, en el animal adulto, oct-4 sélo se encuentra en
células germinativas. Varios estudios han mostrado que se requiere oct-4 para mantener el fenotipo no diferenciado
de células ES, y desempefia un papel importante en la determinacién de etapas tempranas en embriogénesis y
diferenciacion, oct-4, en combinacién con Rox-1, provoca la activacion transcripcional de la proteina Zn-finger Rex-1,
y también se requiere para mantener ES en un estado no diferenciado. De forma analoga, se necesita sox-2, junto
con oct-4, para mantener el estado no diferenciado de ES/EC y para mantener las células ES murinas (pero no
humanas). Las células germinativas humanas o murinas requieren la presencia de LIF. Otro rasgo caracteristico de
las células ES es la presencia de telomerasa, que proporciona a estas células un potencial se autorenovacion
ilimitado in vitro.

Se han identificado células madre en la mayoria de los tejidos de 6érganos. La mejor caracterizada es la célula madre
hematopoyética. Esta es una célula derivada del mesodermo que se ha purificado basandose en los marcadores de
superficie celulares y en las caracteristicas funcionales. La célula madre hematopoyética, aislada de la médula dsea,
la sangre, la sangre del cordon umbilical, el higado fetal y el saco vitelino, es la célula progenitora que reinicia la
hematopoyesis para la vida de un receptor y genera multiples linajes hematopoyéticos (véase Fei, R., y cols.,
patente de los Estados Unidos N.° 5.635.387; McGlave, y cols., patente de los Estados Unidos N.° 5.460.964;
Simmons, P., y cols., patente de los Estados Unidos N.° 5.677.136; Tsukamoto, y cols., patente de los Estados
Unidos N.° 5.750.397; Schwartz, y cols., patente de los Estados Unidos N.° 759.793; DiGuisto, y cols., patente de los
Estados Unidos N.° 5.681.599; Tsukamoto, y cols., patente de los Estados Unidos N.° 5.716.827; Hill, B., ET cols.,
Exp. Hematol. (1996) 24 (8): 936-943). Cuando se trasplantan en seres humanos o animales letalmente irradiados,
las células madre hematopoyéticas pueden repoblar el conjunto de células hematopoyéticas eritroides, neutrofilos-
macroéfagos, megacariocitos y linfoides. In vitro, se pueden inducir células madre hematopoyéticas para que sufran al
menos alguna division celular autorenovadora y se pueden inducir para diferenciarse para los mismos linajes como
se observa in vivo. Por lo tanto, esta célula cumple con los criterios de una célula madre. Sin embargo, las células
madre que sélo se diferencian para formar células de linaje hematopoyético no pueden proporcionar una fuente de
células para la reparacion de otros tejidos dafados, por ejemplo, el tejido del corazén o del pulmén dafiado por
agentes quimioterapéuticos en dosis altas.

Una segunda célula madre que se ha estudiado extensamente es la célula madre neuronal (Gage FH: Science
287:1433-1438, 2000; Svendsen CN y cols, Brain Path 9:499-5 3, 1999; Okabe S y col, Mech Dev 59:89-102, 1996).
Inicialmente se identificaron células madre neuronales en la zona subventricular y en el bulbo olfativo del cerebro
fetal. Hasta hace poco, se creia que el cerebro adulto ya no contenia células con potencial de células madre. Sin
embargo, varios estudios en roedores, y mas recientemente también en seres humanos y primates no humanos, han
mostrado que las células madre siguen estando presentes en el cerebro adulto. Estas células madre pueden
proliferar in vivo y regenerar continuamente al menos alguna célula neuronal in vivo. Cuando se cultivan ex vivo, las
células madre neuronales se pueden inducir para proliferar, asi como para diferenciarse en diferentes tipos de
neuronas y células gliales. Cuando se trasplantan en el cerebro, las células madre neuronales se pueden injertar y
generar células neuronales y células gliales. Por lo tanto, esta célula también cumple con la definiciéon de una célula
madre.

Las células madre mesenquimales (MSC), derivadas originalmente del mesodermo embrionario y aisladas de
médula dsea adulta, se pueden diferenciar para formar musculo, hueso, cartilago, grasa, estroma de médula y
tenddn. Durante la embriogénesis, el mesodermo se desarrolla en mesodermo del brote de las extremidades, tejido
que genera hueso, cartilago, grasa, musculo esquelético y posiblemente endotelio. El mesodermo también se
diferencia a mesodermo visceral, lo que puede dar lugar a musculo cardiaco, musculo liso, o islotes sanguineos que
consisten en células progenitoras hematopoyéticas y endotelio. Por lo tanto, las células madre mesenquimales o
mesodérmicas podrian proporcionar una fuente para varios tipos de células y tejidos. Una tercera célula especifica
de tejido que se puede denominar como una célula madre es la célula madre mesenquimal, descrita inicialmente por
Fridenshtein (Fridenshtein, Arkh. Patol., 44:3-11, 1982). Se han aislado varias células madre mesenquimales (véase,
por ejemplo, Caplan, A., y cols., patente de los Estados Unidos N.° 5.486.359; Young, H., y cols., patente de los
Estados Unidos N.° 5.827.735; Caplan, A., y cols., patente de los Estados Unidos N.° 5.811.094; Bruder, S., y cols.,
patente de los Estados Unidos N.° 5.736.396; Caplan, A., y cols., patente de los Estados Unidos N.° 5.837.539;
Masinovsky, B., patente de los Estados Unidos N.° 5.837.670; Pittenger, M., patente de los Estados Unidos N.°
5.827.740; Jaiswal, N., y cols., J. Biochem Celular. (1997) 64(2): 295-312; Cassiede P., y cols., J. Bone Miner. Res.
(1996) 11(9): 1264-1273; Johnstone, B., y cols., (1998) 23S(1): 265-272; Yoo, y cols., J. Bone Joint Surg. Am. (1998)
80(12): 1745-1757; Gronthos, S., Blood (1994) 84(12): 4164-4173; Makino, S., y cols., J. Clin. Invest. (1999) 103(5):
697-705). De las muchas células madre mesenquimales que se han descrito, todas han demostrado una
diferenciacion limitada para formar soélo aquellas células diferenciadas que generalmente se considera que son de
origen mesenquimal. Hasta la fecha, la célula madre mesenquimal mas multipotente notificada es la célula aislada
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por Pittenger, y cols., que expresa el fenotipo SH2" SH4" CD29" CD44" CD71" CD90" CD106" CD120a* CD124"
CD14" CD34" CD45. Esta célula se puede diferenciar para formar varios tipos de células de origen mesenquimal,
pero aparentemente esta limitada en el potencial de diferenciacion para células del linaje mesenquimal, ya que el
equipo que las aisl6 sefiald que las células hematopoyéticas no se identificaron en los cultivos expandidos.
(Pittenger, y cols., Science (1999) 284: 143-147.)

Se han identificado otras células madre, incluyendo células madre gastrointestinales, células madre epidérmicas y
células madre hepaticas, denominadas también células ovales (Potten C, Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci
353:821-30, 1998; Vatio F, Philos.Trans R Soc Lond B Biol Sci 353:831, 1997; Alison M y cols, Hepatol 29:678-83,
1998). La mayoria de éstas estan menos caracterizadas.

En comparacion con las células, las células madre especificas de tejido tienen menos capacidad autorrenovadora vy,
aunque se diferencian en multiples linajes, no son multipotentes. Ningun estudio ha tratado si las células especificas
de tejido expresan marcadores descritos anteriormente de células ES. Ademas, no se ha explorado completamente
el grado de actividad de telomerasa en células madre especificas de tejido, en parte porque es dificil obtener
grandes numeros de poblaciones altamente enriquecidas de estas células.

Hasta hace poco, se pensaba que las células madre especificas de 6rganos sélo se podian diferenciar en células del
mismo tejido. Varias publicaciones recientes han sugerido que las células madre especificas de 6rganos adultos
pueden diferenciarse en células de diferentes tejidos. Varios estudios han mostrado que las células trasplantadas en
el momento de un trasplante de médula ésea se pueden diferenciar en musculo esquelético (Ferrari Science
279:528-30, 1998; Gussoni Nature 401:390-4, 1999). Esto se podria considerar dentro del ambito del potencial de
diferenciacion posible de las células mesenquimales que estan presentes en la médula. Jackson publicé que las
células satélites musculares se pueden diferenciar en células hemopoyéticas, de nuevo un cambio en el fenotipo
dentro del mesodermo esplacnico (Jackson PNAS USA 96:14482-6, 1999). Otros estudios han mostrado que las
células madre de una capa embrionaria (por ejemplo, mesodermo esplacnico) se pueden diferenciar en tejidos que
se cree que se derivan durante la embriogénesis a partir de una capa embrionaria diferente. Por ejemplo, las células
endoteliales o sus precursoras detectadas en seres humanos o animales que sufren un trasplante de médula se
derivan, al menos en parte, del donante de médula (Takahashi, Nat Med 5:434-8, 1999; Lin, Clin Invest 105:71-7,
2000). Por tanto, la progenie derivada de mesodermo visceral y mesodermo no esplacnico, tal como MSC, se
transfieren con la médula infundida. Aun mas sorprendentes son los informes que demuestran tanto en roedores
como en seres humanos que las células epiteliales hepaticas y las células epiteliales de los conductos biliares se
derivan de la médula del donante (Petersen, Science 284:1168-1170, 1999; Theise, Hepatology 31:235-40, 2000;
Theise, Hepatology 32:11-6, 2000). Asimismo, tres grupos han mostrado que las células madre neuronales se
pueden diferenciar en células hemopoyéticas. Finalmente, Clarke y cols. comunicaron que las células madre
neuronales inyectadas en blastocistos pueden contribuir a todos los tejidos del raton quimérico (Clarke, Science
288:1660-3, 2000).

Se necesario indicar que la mayoria de estos estudios no han demostrado de forma concluyente que una Unica
célula se puede diferenciar en tejidos de diferentes 6rganos. De hecho, la mayoria de los investigadores no
identificaron el fenotipo de la célula de iniciacién. Una excepcion es el estudio de Weissman y Grompe, que
mostraron que las células que repoblaron el higado estaban presentes en células de médula Lin"ThyLowScas+, que
estan altamente enriquecidas en células madre hematopoyéticas. Analogamente, el grupo de Mulligan mostré que
las células Sp de la médula, altamente enriquecidas en HSC, se pueden diferenciar en el musculo y en el endotelio,
y Jackson y cols mostraron que las células Sp de musculo, son responsables de la reconstitucion hemopoyética
(Gussoni y cols., Nature 401:390-4, 1999).

El trasplante de tejidos y 6rganos generados a partir de células madre embrionarias heterdlogas requiere que las
células se modifiquen ademas genéticamente para inhibir la expresion de varios marcadores de superficie celulares,
0 bien que el uso de supresores inmunitarios quimio-terapéuticos continue para proteger contra el rechazo del
trasplante. Por tanto, aunque la investigacién sobre células madre embrionarias proporciona una solucién alternativa
prometedora al problema del suministro limitado de 6rganos para el trasplante, podrian permanecer los problemas y
riesgos asociados con la necesidad de inmunosupresién para mantener el trasplante de células heterélogas o de
tejido. Se necesitarian unas 20 lineas inmunolégicamente diferentes estimadas de células madre embrionarias para
establecerse para proporcionar células inmunocompatibles para tratamientos dirigidos a la mayoria de la poblacién
(Wadman, M., Nature (1999) 398: 551).

El uso de células a partir del individuo desarrollado, en vez de un embrién, como fuente de células madre autélogas
o alogénicas podria superar el problema de incompatibilidad de tejido asociado con el uso de células madre
embrionarias trasplantadas, asi como solucionar el dilema ético asociado con la investigacién sobre células madre
embrionarias. La mayor desventaja asociada con el uso de células madre autdélogas para el trasplante de tejido
radica entonces en su potencial de diferenciacién limitado. Se han aislado varias células madre a partir de
organismos completamente desarrollados, en particular seres humanos, pero estas células, aunque se ha
comunicado que son multipotentes, han demostrado un potencial limitado para diferenciar en mudltiples tipos
celulares.

Por tanto, incluso aunque se han aislado previamente células madre con potencial de diferenciacion mdultiple por



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2368 809 T3

otros investigadores y por los inventores de la presente invencion, no se ha descrito una célula progenitora con el
potencial para diferenciarse en una amplia variedad de tipos celulares de diferentes linajes, incluyendo fibroblastos,
osteoblastos, condrocitos, adipocitos, musculo esquelético, endotelio, estroma, musculo liso, musculo cardiaco y
células hematopoyéticas. Si el trasplante celular y de tejido y la terapia génica se usan para proporcionar los
avances terapéuticos esperados, se necesita una célula madre o célula progenitora con el potencial de
diferenciacion mayor o mas extenso. Se necesita el equivalente adulto de una célula madre embrionaria.

Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona una célula de linea celular como se expone en la reivindicacion 1.

La presente solicitud describe una célula madre de mamifero multipotente aislada que es negativa de antigeno de
superficie para CD44, CD45 y HLA de clase | y Il. La célula también puede ser negativa de antigeno de superficie
para CD34, Muc18, Stro-1, HLA-clase-l y puede ser positiva para ARNm de oct3/4, y puede ser positiva para ARNm
de hTRT. En particular, la célula puede ser negativa de antigeno de superficie para CD31, CD34, CD36, CD38,
CD45, CD50, CD62E y CD62P, HLA-DR, Muc18, STRO-1, cKit, Tie/Tek, CD44, HLA-clase | y 2-microglobulina y es
positiva para CD10, CD13, CD49b, CD49¢e, CDw90, Flk1 EGF-R, TGF-R1 y TGF-R2, BMP-R1A, PDGF-R1a y
PDGF-R1b.

También describe una célula multipotente aislada derivada de un mamifero post-natal que responde al factor de
crecimiento LIF y tiene receptores para LIF. La célula de la invencién es para su uso en medicina.

Las células de la presente invencion descrita anteriormente tienen la capacidad para inducirse para diferenciarse
para formar tipos celulares diferenciados de origen mesodérmico, ectodérmico y endodérmico. Por ejemplo, las
células, pueden tener la capacidad para inducirse para diferenciarse para formar células al menos de tipo celular
osteoblasto, condrocito, adipocito, fibroblasto, estroma de meédula, musculo esquelético, musculo liso, musculo
cardiaco, endotelial, epitelial, hematopoyético, glial, neuronal u oligodendrocito.

La célula puede ser de un feto, un recién nacido, un nifio o un adulto. La célula puede derivarse de un érgano, tal
como de médula, higado o cerebro.

La presente solicitud describe células diferenciadas obtenidas a partir de células madre adultas multipotentes
descritas anteriormente, en las que la célula de progenie puede ser un hueso, cartilago, adipocito, fibroblasto,
estroma de médula, musculo esquelético, musculo liso, musculo cardiaco, endotelial, epitelial, endocrino, exocrino,
hematopoyético, glial, neuronal u oligodendrocito. La célula de la progenie diferenciada puede ser una célula epitelial
de la piel, células epitelial del higado, células epitelial del pancreas, célula endocrina o célula de los islotes del
pancreas, célula exocrina del pancreas, célula del epitelio del intestino, célula del epitelio del riidn o una estructura
asociada epidérmica (tal como un foliculo piloso). La célula de la progenie diferenciada puede formar tejidos blandos
que rodee los dientes o puede formar dientes.

La presente solicitud describe una célula madre de mamifero multipotente transgénica aislada como se ha descrito
anteriormente, en la que se ha alterado el genoma de la célula por insercion de ADN aislado preseleccionado, por
sustitucion de un segmento del genoma celular con ADN aislado preseleccionado, o por deleciéon de o inactivacion
de al menos una porcion del genoma celular. Esta alteracion puede ser por transduccién virica, tal como por
insercion de ADN por integracion virica de vectores, o usando un vector de virus de ADN, virus de ARN o virus
retrovirico. De forma alternativa, se puede inactivar una porcion del genoma celular de la célula transgénica aislada
usando una molécula de acido nucleico antisentido con una secuencia que es complementaria a la secuencia de la
porcion del genoma celular que va a ser inactivado. Ademas, se puede inactivar una porcion del genoma celular
usando una secuencia de ribozima dirigida a la secuencia de la porcion del genoma celular que va a ser inactivado.
El genoma alterado puede contener la secuencia genética de un marcador seleccionable o rastreable que se
expresa de modo que la célula progenitora con el genoma alterado, o su progenie, pueda diferenciarse de células
progenitoras que tienen un genoma inalterado. Por ejemplo, el marcador puede ser una proteina fluorescente verde,
roja, amarilla, Beta-gal, Neo, DHFR™ o higromicina. La célula puede expresar un gen que se puede regular por un
promotor inducible u otro mecanismo de control para regular la expresion de una proteina, enzima u otro producto
celular.

La presente solicitud describe una célula que puede expresar niveles altos de telomerasa y que puede mantener
telémeros grandes después de un cultivo in vitro extenso, en comparacion con los telémeros de linfocitos de los
mismos donantes. Los teldomeros pueden tener una longitud de aproximadamente 11-16 KB después de un cultivo in
vitro extenso.

La presente solicitud describe un procedimiento para aislar células madre adultas multipotentes (MASC). El
procedimiento implica deplecionar células mononucleares de médula 6sea de células CD45" glucoforina A’
recuperar células CD45- glucoforina A, plaquear las células CD45- glucoforina A- recuperadas sobre un
recubrimiento de matriz, y cultivar las células plagueadas en medio suplementado con factores de crecimiento. La
etapa de deplecionar puede implicar selecciéon negativa usando anticuerpos monoclonales o policlonales. Los
factores de crecimiento se pueden elegir a partir de PDGF-BB, EGF, IGF y LIF. La ultima etapa puede implicar
ademas cultivar en medio suplementado con dexametasona, acido linoleico y/o acido ascoérbico.
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La presente solicitud describe un procedimiento de cultivo para aislar células madre adultas multipotentes que
implica anadir las células a un medio libre de suero o bajo en suero que contiene insulina, selenio, albimina sérica
bovina, acido linoleico, dexametasona y factor de crecimiento derivado de plaquetas. El medio libre de suero o bajo
en suero puede ser DMEM bajo en glucosa mezclado con MCDB. La insulina puede estar presente en una
concentracion de desde aproximadamente 10 hasta aproximadamente 50 pg/ml. EI medio libre de suero o bajo en
suero puede contener una cantidad eficaz de transferrina en una concentracién de mas de 0, pero de menos de
aproximadamente 10 pg/ml, el selenio puede estar presente en una concentracion de aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 5 pg/ml, la albumina sérica bovina puede estar presente en una concentracion de
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 5 pg/ml, el acido linoleico puede estar presente en una concentracion de
aproximadamente 2 a aproximadamente 10 ug/m, y la dexametasona puede estar presente en una concentracion de
aproximadamente 0,005 a 0,15 pyM. El medio libre de suero o bajo en suero puede contener acido L-ascérbico
aproximadamente 0,05 - 0,2 mM. El medio libre de suero o bajo en suero puede contener de aproximadamente 5 a
aproximadamente 15 ng/ml de factor de crecimiento derivado de plaquetas, de 5 a aproximadamente 15 ng/ml de
factor de crecimiento epidérmico, de 5 a aproximadamente 15 ng/ml de factor de crecimiento similar a insulina, 10-
10.000 Ul de factor inhibidor de leucemia. La solicitud describe una poblacién clonal cultivada de células madre
adultas multipotentes aisladas de acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente.

La presente solicitud describe un procedimiento para inmortalizar permanentemente y/o condicionalmente células
derivadas de MASC y progenie diferenciada transfiriendo telomerasa en MASC o progenie diferenciada.

La presente solicitud describe un procedimiento para reconstituir el sistema hematopoyético e inmunitario de un
mamifero administrando al mamifero células madre multipotentes completamente alogénicas (MASC), células madre
hematopoyética derivadas o células progenitoras para inducir tolerancia en el mamifero para el posterior trasplante
de tejido derivado de célula madre multipotentes u otros trasplantes de 6rganos.

La presente solicitud describe un procedimiento de expansion de células madre multipotentes no diferenciadas en
foliculos pilosos diferenciados administrando factores de crecimiento apropiados, y haciendo crecer las células.

La presente solicitud describe numerosos usos para las células descritas anteriormente. La presente solicitud
describe un procedimiento de uso de las células aisladas realizando un trasplante en el Gtero de una poblacion de
las células para formar quimerismo de células o tejidos, produciendo de este modo células humanas en seres
humanos post-natales o prenatales o animales después de trasplante, en el que las células producen enzimas,
proteinas u otros productos terapéuticos en el ser humano o en el animal de modo que se corrigen los defectos
genéticos. La presente solicitud también describe un procedimiento de uso de las células para terapia génica en un
sujeto que necesita tratamiento terapéutico, implicando alterar genéticamente las células introduciendo en la célula
un ADN aislado preseleccionado que codifica un producto génico deseado, expandir las células en el cultivo, e
introducir las células en el cuerpo del sujeto para producir el producto génico deseado.

La presente solicitud describe un procedimiento de reparacion del tejido dafado en un sujeto humano que necesita
esta reparacion expandiendo las células madre adultas multipotentes aisladas en el cultivo, y poner en contacto una
cantidad eficaz de las células expandidas con el tejido dafiado de este sujeto. Las células se pueden introducir en el
cuerpo del sujeto por inyeccion localizada o por inyeccion sistémica. Las células se pueden introducir en el cuerpo
del sujeto junto con un implante de matriz adecuado. El implante de matriz puede proporcionar material genético,
citocinas, factores de crecimiento u otros factores adicionales para promover el crecimiento y la diferenciacion de las
células. Las células se pueden encapsular antes de su introduccion en el cuerpo del sujeto, tal como dentro de
capsula de polimero.

La presente solicitud describe un procedimiento para inducir una respuesta inmunitaria a un agente infeccioso en un
sujeto humano que implica alterar genéticamente una poblacién clonal expandida de células madre adultas
multipotentes en cultivo que expresan una o mas moléculas de antigeno preseleccionadas que consiguen una
respuesta inmunitaria protectora frente a un agente infeccioso, e introducir en el sujeto una cantidad eficaz de las
células genéticamente alteradas para inducir la respuesta inmunitaria. El procedimiento puede implicar ademas,
antes de la segunda etapa, la etapa de diferenciar las células madre adultas multipotentes para formar células
dendriticas.

La presente solicitud describe un procedimiento de uso de MASC para identificar polimorfismos genéticos asociados
con anomalias fisiolégicas, implicando aislar las MASC de una poblacion estadisticamente significativa de individuos
de los que se pueden obtener datos fenotipicos, expandir el cultivo de las MASC de la poblacion estadisticamente
significativa de individuos para establecer cultivos de MASC, identificar el menos un polimorfismo genético en las
MASC cultivadas, inducir las MASC cultivadas para diferenciar, y caracterizar procesos metabdlicos aberrantes
asociados con dicho al menos un polimorfismo genético comparando el patron de diferenciacion mostrado por una
MASC que tiene un genotipo normal con el patron de diferenciacion mostrado por una MASC que tiene un
polimorfismo genético identificado.

La presente solicitud describe ademas un procedimiento para tratar el cancer en un sujeto mamifero que implica
alterar genéticamente células madre adultas multipotentes para expresar una proteina tumoricida, una proteina anti-
angiogénica o una proteina que se expresa sobre la superficie de una célula tumoral junto con una proteina asociada
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con la estimulacion de una respuesta inmunitaria a antigeno, e introducir una cantidad anti-cancer eficaz de las
células madre multipotentes alteradas genéticamente en el sujeto mamifero.

La presente solicitud describe un procedimiento de uso de MASC para caracterizar respuestas celulares a agentes
bioloégicos o farmacolégicos que implica aislar MASC a partir de una poblacién estadisticamente significativa de
individuos, expandir el cultivo de las MASC a partir de la poblacion estadisticamente significativa de individuos para
establecer una pluralidad de cultivos de MASC, poner en contacto los cultivos de MASC con uno o mas agentes
bioldgicos o farmacologicos, identificar una o mas respuestas celulares al uno o mas de los agentes biolégicos o
farmacolégicos, y comparar la una o mas de las respuestas celulares de los cultivos de las MASC de individuos en la
poblacion estadisticamente significativa.

La presente solicitud también describe un procedimiento de uso de células especificamente diferenciadas para
tratamiento que comprende administrar células especificamente diferenciadas a un paciente que lo necesita.
Describe ademas el uso de células madre multipotentes genéticamente modificadas para expresar selectivamente
un gen enddgeno o un transgen, y el uso de MASC que crecen in vivo para el/la trasplante/administraciéon en un
animal para tratar una enfermedad. Por ejemplo, se pueden usar células neurorretinianas derivadas de MASC o
madre multipotentes para tratar ceguera provocada por, entre otras cosas, pero sin limitarse a, enfermedad
neurorretiniana provocada entre otras cosas por degeneracion macular, retinopatia diabética, glaucoma, retinitis
pigmentosa. Se pueden usar las células para injertar una célula en un mamifero que comprende administrar células
autodlogas, alogénicas 0 xenogénicas, para restablecer o corregir una funcion metabdlica, enzimatica, de
coagulacion, estructural u otra funciéon especifica de tejido al mamifero. Se pueden usar las células para injertar una
célula en un mamifero, provocando la diferenciacion in vivo de tipos celulares, y para administrar las células madre
diferenciadas en el mamifero. Se pueden usar las células, o su progenie diferenciada in vitro o in vivo, para corregir
un proceso de enfermedad genética, enfermedad degenerativa, enfermedad cardiovascular, enfermedad metabdlica
por almacenamiento, enfermedad neuronal o de cancer. Se pueden usar para producir material similar al gingival
para el tratamiento de enfermedad periodontal. Se pueden usar para desarrollar tejido epitelial de piel derivado de
células madre multipotentes que se pueden usar para injerto de piel y cirugia plastica. Se pueden usar para
potenciar el musculo, tal como en el pene o en el corazén. Se puede usar para producir sangre ex vivo para uso
terapéutico, o para producir células hematopoyéticas humanas y/o sangre en animales prenatales o postnatales para
su uso humano. Se pueden usar como un agente terapéutico para ayudar, por ejemplo, en la recuperaciéon de un
paciente de quimioterapia o radioterapia en el tratamiento del cancer, en el tratamiento de enfermedad
autoinmunitaria, para inducir tolerancia en el receptor. Se pueden usar para tratar SIDA u otras enfermedades
infecciosas.

Se pueden usar los cardiomiocitos o MASC para tratar enfermedades cardiacas incluyendo, entre otras, pero sin
limitarse a, miocarditis, cardiomiopatia, insuficiencia cardiaca, lesion provocada por infartos de miocardio,
hipertension, aterosclerosis, disfuncion de la valvula cardiaca. Se puede usar una célula madre derivada de
mamifero multipotente modificada genéticamente, o su progenie diferenciada, para tratar una enfermedad con déficit
de SNC o dafio. Ademas, se puede usar la célula madre derivada de mamifero multipotente, o su célula diferenciada
neuronalmente relacionada, para tratar una enfermedad con déficits neuronales o degeneracién incluyendo, entre
otros, pero sin limitarse a, apoplejia, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de
Huntington, demencia asociada con SIDA, lesién de la médula espinal, enfermedades metabdlicas que afectan al
cerebro u otros nervios.

Se puede usar una célula madre derivada de mamifero multipotente o su progenie diferenciada, tal como células del
estroma, para soportar el crecimiento y la diferenciaciéon de otros tipos celulares in vivo o in vitro, incluyendo pero sin
limitarse a células hematopoyéticas, células beta o de los islotes pancreaticos, hepatocitos, etc. Se puede usar la
célula madre, o progenie diferenciada del cartilago, para tratar una enfermedad de las articulaciones o del cartilago
incluyendo pero sin limitarse a desgarros del cartilago, adelgazamiento del cartilago, artrosis. Ademas, se pueden
usar las células madre, o su progenie diferenciada de osteoblastos, para mejorar un procedimiento que tiene efectos
perjudiciales sobre el hueso, incluyendo, entre otros pero sin limitarse a, fracturas 6seas, fracturas que no cicatrizan,
artrosis, "agujeros" en huesos provocados por tumores que se transmiten al hueso, tales como de prostata, mama,
mieloma multiple, etc.

La presente solicitud también describe un kit para proporcionar inmunizacion para inducir una respuesta inmunitaria
protectora en un sujeto humano. El kit puede contener, envasado por separado, medios y anticuerpos para el
aislamiento de células madre adultas multipotentes a partir de un aspirado de la médula ésea; medios y factores
celulares para el cultivo de las células madre adultas multipotentes aisladas; y elementos genéticos para alterar
genéticamente las células madre adultas multipotentes para producir moléculas antigénicas. El kit puede contener
ademas medios y factores celulares eficaces para diferenciar las células madre adultas multipotentes para formar
tipos celulares especificos de tejido. Los elementos genéticos pueden ser vectores viricos, y los vectores viricos
pueden contener la secuencia de nucleétidos que codifica uno o mas antigenos de origen bacteriano o virico. Los
elementos genéticos pueden ser plasmidos que contienen una secuencia de nucleétidos que codifican un antigeno
bacteriano, virico o parasitario. Los plasmidos se pueden envasar con componentes para la transfeccion del fosfato
de calcio. Los elementos genéticos pueden ser vectores que comprenden secuencias de nucleétidos que codifican
antigenos comunes a células cancerigenas, o los elementos genéticos pueden ser vectores que contienen
secuencias de nucledtidos que codifican antigenos de organismos parasitarios.
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La presente solicitud describe ademas un procedimiento de trazado de un perfil genético de una célula madre
derivada multipotente como se ha descrito anteriormente, y el uso de este trazado de perfil genético en un banco de
datos. También proporciona el uso de células madre multipotentes con perfil genético como se ha descrito
anteriormente en bases de datos para ayudar en el descubrimiento del farmaco.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1a y la Fig. 1b son fotografias de MASC no diferenciadas de la presente invencion. Las células que carecen
de expresion CD45, asi como de expresion de glucoforina-A se seleccionaron por deplecién de perlas
inmunomagnéticas y FACS. Las células recuperadas después de la clasificacion son pequefos blastos (Fig. 1a). Se
plaquearon 5000 células en pocillos recubiertos de fibronectina de placas de 96 pocillos en medio definido que
consistia en DMEM, 10 ng/ml de IGF, 10 ng/ml de EGF y 10 ng/ml de PDGF-BB asi como transferrina, selenio,
albumina sérica bovina, dexametasona, acido linoleico, insulina y acido ascorbico. Después de 7-21 dias, se
desarrollan pequefias colonias de células adherentes. (Figura 1b).

La Fig. 2 es una grafica que ilustra las tasas de expansion para MASC en cultivo. Se plaquearon células CD45-
/GlyA- en pocillos recubiertos de fibronectina de placas de 96 pocillos en medio definido que consistia en DMEM, 10
ng/ml de IGF, 10 ng/ml de EGF y 10ng/ml de PDGF-BB asi como transferrina, selenio, albumina sérica bovina,
dexametasona, acido linoleico, insulina y acido ascorbico, con o sin FCS al 2 %. Cuando semi-confluen, se
recuperaron las células por tripsinizacién y se sub-cultivaron dos veces por semana a una dilucion 1:4 bajo las
mismas condiciones de cultivo.

Fig. 3. Se cultivo la longitud del telomero de MASC de un donante, edad 35, con densidades de resiembra de 2x10°

células/cm? para 23 y 35 divisiones celulares. Se determiné la longitud del teldémero usando técnicas estandar. La
longitud del telémero fue de 9kB. Esta fue 3kB mas larga que la longitud del telémero de linfocitos sanguineos
obtenidos del mismo donante. La longitud del teldmero evaluada después de 10 y 25 divisiones celulares resp. y de
nuevo después de 35 divisiones celulares, permanecio inalterada. Como controles, se sometieron a prueba células
HL60 (teldbmeros cortos) y células 293 (teldmeros largos).

La Fig. 4 ilustra el protocolo general para cultivo, transduccion, diferenciacion y confirmacion de diferenciacion usada
por los inventores para las MASC de la presente invencion. Se realiz6 la transduccion con un vector retrovirico que
contiene eGFP después del cultivo, como se indica. Se expusieron MASC semi-confluentes durante seis horas en
dos dias secuenciales a MFG-eGFP que contenian sobrenadante PA317 preparado en medio de MASC (es decir,
DMEM, FCS al 2 %, EGF, PDGF-BB, transferrina, selenio, albumina sérica bovina, dexametasona, acido linoleico,
insulina y acido ascorbico) en presencia de 10 pg/ml de protamina. Veinticuatro horas después de la ultima
transduccion, se tripsinizaron las células y se sometieron a seleccidon de FACS. Del treinta al setenta por ciento de
las MASC fueron positivas para eGFP. Se clasificaron de una a cien células/pocillo positivas para eGFP usando el
dispositivo ACDU sobre FACS en pocillos recubiertos con FN de placas de 96 pocillos, en el mismo medio de MASC.
De esos pocillos, aproximadamente 2/placa que contenian 10 células/pocillo produjeron progenie de MASC.
Después se expandieron por cultivo los clones. Se indujeron de ocho a 10 subpoblaciones de estas células
expandidas para diferenciarse, a lo largo de diferentes vias, confirmandose la diferenciacion usando las técnicas
indicadas.

La Fig.5 ilustra el protocolo de diferenciacion usado por los inventores para inducir las MASC de la presente
invencion para diferenciarse para formar osteoblastos, condroblastos y adipocitos como se indica. Se describen las
citocinas necesarios y las pruebas apropiadas para demostrar la induccion de diferenciacion terminal.

La Fig. 6. ilustra los resultados de la tincion inmunohistoquimica para sialoproteina 6sea en el dia 15 después de
cultivo después de la induccion de las MASC con dexametasona 10-"M, B-glicerofosfato y acido ascérbico 10mM. En
el cuadro del medio, los resultados de la tincidon con azul de toluidina para el cartilago muestran la diferenciacion
para condrocitos después del cultivo de MASC en micromasa en medio libre de suero con 100 ng/ml de TGF-31. En
el cuadro inferior, la tincién con rojo de aceite en el dia 14 y el andlisis de transferencia de tipo Western para PPARg
muestra diferenciacion después del tratamiento de MASC con suero de caballo al 10 %. La Fig. 7. muestra analisis
de transferencia de tipo Western para proteinas musculares. El cuadro A, muestra los resultados de cultivo de MASC
confluentes con 5-azacitidina 3 uM durante 24h. Después se mantuvieron los cultivos en medio de expansion de
MASC (DMEM, FCS al 2 %, EGF, PDGF-BB, transferrina, selenio, albumina sérica bovina, dexametasona, acido
linoleico, insulina y acido ascorbico). Se evalud la diferenciacion con transferencia de tipo Western. 5 dias después
de la induccidon con 5-azacitidina, se pudieron detectar los factores de transcripcion Myf5, Myo-D y Myf6
aproximadamente en un 50 % de las células. Después de 14-18 dias, se expres6 Myo-D en niveles
significativamente inferiores, mientras que Myf5 y Myf6 persistieron. Se detectdé desmina, y actina esquelética tan
solo 4 dias después de la induccién, y miosina esquelética en 14 dias. Por inmunohistoquimica, el 70-80 % de las
células expresaron proteinas musculares maduras después de 14 dias (no mostrado). El tratamiento con 5-
azacitidina o bien con acido retinoico dio como resultado la expresion de Gata4 y Gata6 durante la primera semana
del cultivo. Ademas, se pudieron detectar los niveles bajos de troponina-T desde el dia 2 en adelante, lo que puede
sugerir que el musculo fetal generado como troponina-T cardiaca, se encuentra en el musculo esquelético
embrionario. Se detectd actina del musculo liso a los 2 dias después de la induccién y persistid hasta los 14 dias. En
el cuadro B, se anadieron 100 ng/ml de PDGF como citocina sola para MASCS confluente mantenida en medio libre
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de suero durante 14 dias. Se evalud la presencia de marcadores de musculo liso por transferencia de tipo Western.
Se detectd actina del musculo liso desde el dia 2 en adelante y miosina del musculo liso después de 6 dias.
Aproximadamente un 70 % de las células se tifieron como positivas con anticuerpos de anti-actina y miosina del
musculo liso el dia 15 por inmunohistoquimica. Se encontré presencia de miogenina desde dia 4 en adelante y de
desmina después de 6 dias. También se detectaron proteinas Myf5 y Myf6 después de 2-4 dias, que persistieron
hasta el dia 15. No se detecté Myo-D. En el cuadro C, se expusieron MASC confluentes acido retinoico y después se
cultivaron en medio libre de suero con 100 ng/ml de bFGF. Después se analizaron las células por transferencia de
tipo Western. Se expresaron Gata4 y Gata6 a partir del dia 2 y persistieron hasta el dia 15. Se expreso troponina-T
cardiaca después del dia 4 y troponina-I cardiaca a partir del dia 6 en adelante, mientras que se pudo detectar ANP
después del dia 11 (no mostrado). Se detectaron estas proteinas cardiacas en >70 % de las células por
inmunohistoquimica en el dia 15 (no mostrado). Se encontré el factor de transcripcion Myf6 a partir del dia 2 en
adelante. La expresion de desmina comenzo6 el dia 6 y de miogenina el dia 2. También se encontré actina
esquelética. Cuando se mantuvieron los cultivos durante >3 semanas, las células formaron sincitia. También se
observaron contracciones espontaneas infrecuentes que se produjeron en los cultivos, que se propagaron durante
varios mm de distancia.

La Fig.8 es una fotomicrografia que muestra la fusion de mioblastos y miotubos para formar miotubos
multinucleados. Los mioblastos de una poblacion transducida de eGFP de MASC se indujeron posteriormente con 5-
azacitidina durante 24 y se mantuvieron en medio de expansion de MASC se cultivaron conjuntamente con
mioblastos generados de MASC transducidas de e-GFP del mismo donante. Para inducir miotubos, se cultivaron
mioblastos derivados de MASC (obtenidos después de la induccién de MASC no transducidas con 5-azacitidina
durante 24 h después de que se mantuvieran en medio de expansion de MASC durante 14 dias) con suero de
caballo al 10 % en DMEM. Una vez se formaron las células multinucleadas, se incubaron miotubos con PKH26 (un
colorante de membrana rojo), se lavaron y se cultivaron conjuntamente con miotubos transducidos de eGFP
generados como se ha descrito anteriormente en presencia de suero de caballo al 10 %. Después de 2 dias, se
examinaron las células bajo un microscopio de fluorescencia. La fotomicrografia muestra que el mioblasto positivo
de eGFP se ha fusionado con el miotubo marcado de PKH26. La Fig. 9 es un diagrama que describe procedimientos
usados por los inventores para inducir la diferenciacion del endotelio a partir de las MASC de la presente invencion y
marcadores usados para detectar la diferenciacion del endotelio.

La Fig. 10 es una serie de fotografias de tincién con inmunofluorescencia para de terminar el factor von Willebrand y
los marcadores CD34. Las MASC expresan Flk1 pero no CD34, PECAM, E- y P-selectina, CD36, Tie/Tek o FIt1.
Cuando se cultivaron MASC con medio de MASC libre de suero con 20 ng/ml de VEGF, se observa la aparicion de
CD34 sobre la superficie celular y las células expresaron VWF en el dia 14 (inmunofluorescencia). Cuando se
cultivaron células inducidas de VEGF sobre matrigel o colageno de tipo IV, se observé una formacion tubular
vascular.

La Fig. 11 es una serie de fotomicrografias que muestran que las MASC se diferencian para astrocitos,
oligodendrocitos y células neuronales cuando se cultivan con SCF, FIt3-L, Tpo y Epo durante 14 dias después de lo
cual se cultivaron en medio de MASC que contenia SCF y EGF por el alimentador de apoyo hematopoyético
AFT024. Se marcaron las células con anticuerpos frente a proteina glial-fibrilar-acida (GFAP) (astrocitos),
galactocerebrosido (GalC) (oligodendrocitos) y neurofilamento-68 y 200 (neuronas).

La Fig. 12 es una serie de fotomicrografias que muestran que, cuando se cultivan MASC de baja densidad en
pocillos recubiertos con fibronectina con 100 ng/ml de bFGF, desarrollan neuronas. Se tifieron un 202 % de las
células positivas para p-tubulina-lll, un 22+3 % para neurofilamento-68, un 50+3 % para neurofilamento-160, un
202 % para neurofilamento-200, un 825 % para enolasa especifica neuronal (NSE) y un 80+2 % para proteina
asociada a los microtubulos 2 (MAP2). El numero de neuritas por neurona se incrementé de desde 3+1, hasta 51y
712 a partir de 2, 3 a 4 semanas después de la diferenciacion. No mostrado, después de 2 semanas en el cultivo, un
2614 % de las células fueron positivas para GFAP, un 28+3 % positivas para GalC, mientras que pocas células
fueron positivas para GFAP o GalC después de 4 semanas.

La Fig. 13 muestra los resultados de RT-PCR y del analisis de transferencia de tipo Western para GFAP, proteina
bésica de mielina (MBP) y neurofilamento-200 x, x y dias después de la induccion de MASC con bFGF.

La Fig.14 muestra el efecto de 100 ng/ml de bFGF, o 10 ng/ml de FGF-9, FGF-8, FGF-10, FGF-4, BDNF, GDNF o
bien de CNTF sobre el desarrollo neuronal a partir de MASC. Se identificd la naturaleza de las células diferenciadas
por inmunohistoquimica usando anticuerpos frente a GFAP, GalC, neurofilamento 200, tirosina hidroxilasa (TH),
GABA vy parvalbumina, y acetilcolina (CAT). Cuando se cultiva durante 3 semanas con bFGF, las MASC se
diferenciaron en neuronas, astrocitos y oligodendrocitos. No se detectaron GABA, parvalbumina, tirosina hidroxilasa,
DOPA-descarboxilasa, o triptéfano hidroxilasa. Cuando se cultivd durante 3 semanas con 10 ng/ml de FGF-9 y EGF
las MASC generaron astrocitos, oligodendrocitos y GABAérgica y dopaminérgica. Cuando se cultivaron MASC con
10 ng/ml de FGF-8 y EGF durante 3 semanas, se produjeron neuronas tanto dopaminérgicas como GABAérgicas. El
cultivo de MASC en 10 ng/ml de FGF-10 y EGF durante tres semanas genero astrocitos y oligodendrocitos, pero no
neuronas. Cuando se traté con 10 ng/ml de FGF-4 y EGF durante 3 semanas, MASC se diferenciaron en astrocitos y
oligodendrocitos, pero no en neuronas. Cuando se trataron MASC con 10 ng/ml de BDNF y EGF, se observd
diferenciacion exclusiva en neuronas positivas para tirosina hidroxilasa. Cuando se cultivd con GDNF, las MASC se
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diferenciaron en neuronas GABAérgicas y dopaminérgicas. Cuando se cultivd con, se observd diferenciacion
exclusiva en neuronas GABAérgicas después de tres semanas.

Fig. 15. Se implantaron MASC no diferenciadas alrededor de un infarto parietal provocado por la ligadura de la
arteria cerebral media en el cerebro de ratas Wistar. Se mantuvieron las ratas sobre ciclosporina y se examino la
funcion de las extremidades paralizadas 6 semanas después de la inyeccién de las MASC. Como control, los
animales recibieron inyecciones salinas o medio acondicionado por MASC. Se muestran los resultados para el
reemplazo de extremidad sometido a prueba 6 semanas después del trasplante de las MASC o de las soluciones de
control. Solo se observd la mejora funcional a niveles equivalentes a los de animales simulados en ratas
trasplantadas con MASC.

Fig. 16 Se implantaron MASC no diferenciadas alrededor de un infarto parietal provocado por la ligadura de la arteria
cerebral media en el cerebro de ratas Wistar. Se mantuvieron las ratas sobre ciclosporina y se examind la funcion de
las extremidades paralizadas 6 semanas después de la inyeccion de las MASC. Después de 2 y 6 semanas, se
sacrificaron los animales para determinar el fenotipo neuronal. Debido a la autofluorescencia del cerebro después
del trasplante con células eGFP”, se tuvo que recurrir a andlisis inmuno-histoquimico del injerto. La mayoria de las
células eGFP" se detectaron en la propia zona del injerto a las 2 semanas. Después de 6 semanas, las células
eGFP" migraron fuera del injerto. En 2 semanas, las células con tincién con un anticuerpo anti-eGFP permanecieron
esféricas en naturaleza y variaron desde 10-30 ym en diametro. Después de 6 semanas, las células eGFP" eran
significativamente mas pequefnas y se pudieron observar neuritas en la zona injertada, que se extendian fuera del
tejido cerebral normal. Se confirmé la presencia de células humanas por tincién con un anticuerpo nuclear especifico
humano, NuMa (no mostrado). Este anticuerpo se usara en el futuro para identificar células humanas en el injerto
permitiendo la tincion doble y triple con anticuerpos inmunofluorescentes. Al usar anticuerpos anti-nestina
especificos humanos, se detectaron pequefias agrupaciones de células positivas para nestina en la misma ubicacion
del injerto que las células positivas para NuMa y las células GFP", lo que sugiere diferenciacion neuroectodérmica.
Ademas, se encontro tincion positiva paraB -tubulina 11l y Neurofilamento-68 y -160, Oligomarcador y GFAP, lo que
sugiere diferenciacion para células neuronales y gliales.

La Fig. 17 muestra analisis inmunohistoquimico y de transferencia de tipo Western para citoqueratina 18 y 19
después de que se trataran MASC con HGF y KGF. Después de 14 dias, se pudieron ver células epitelioides
grandes que expresaron citoqueratina 18 y 19.

Descripcion detallada de la invencién

No se sabe si las células madre que estan asignadas a un determinado linaje tienen la capacidad de someterse a
una reprogramacion genética similar a la que se produce en el "proceso de clonacion" o "trans-diferenciacion”. Los
inventores de la presente invencién han mostrado que las células madre multipotentes persisten incluso después del
nacimiento en multiples érganos (tales como médula, higado, cerebro) cuando se purifican desde estos 6rganos y se
cultivan puede in vitro pueden proliferar sin senescencia obvia y se pueden diferenciar en multiples tipos celulares,
diferentes de los tejidos de los que se derivan. El fenotipo de células madre derivadas de diferentes 6rganos con
"plasticidad" es similar (ARNm'CD45-CD44-HLA-DR HLA-clase l-oct3/4 y hTRT'). Ademas, las caracteristicas de
tales células madre son similares a las de, por ejemplo, las células germinativas primigenias de las que pueden ser
un descendiente directo.

Los inventores de la presente invencién tienen evidencias de que una pequefa fraccion de células de médula, asi
como células en el cerebro y en el higado, expresan comunmente genes sélo encontrados en células ES o EG (oct-
4, Rex-1). Ademas, los inventores de la presente invencidon han detectado células eGFP+ en la médula y en el
cerebro ratones transgénicos recién nacidos para la construccion oct-4/eGFP, demostrando ademas que células que
expresan para oct-4 estan presentes en tejidos aparte de las células germinativas en la vida post-embrionaria. Por lo
tanto, un pequefio numero de células madre puede persistir a lo largo de un adulto, viviendo en diferentes érganos
que tengan caracteristicas multipotentes. Esto explica la plasticidad percibida de las células madre derivadas de
multiples érganos.

Seleccion y fenotipo de células madre adultas multipotentes

La presente invencion proporciona una célula de linea celular humana, como se expone en la reivindicacion 1, que
puede diferenciarse para formar células de hueso, cartilago, adipocitos, fibroblastos, células del estroma de la
médula 6sea, musculo esquelético, musculo liso, musculo cardiaco, endotelio, células epiteliales (queratinocitos),
células hemopoyéticas, gliales, neuronales y progenitoras de oligodendrocitos. Estas células muestran fenotipos de
diferenciacion mas parecidos a una célula madre embrionarias que a cualquier célula madre derivada de adulto
descrita hasta la fecha.

Se aislaron las células madre adultas multipotentes descritas en el presente documento por el procedimiento
desarrollado por los inventores, que identificaron un nimero de marcadores de superficie celular especificos que
caracterizan las MASC. Se puede usar el procedimiento de la presente invencion para aislar células madre adultas
multipotentes a partir de cualquier adulto, nifio o feto, de origen humano, murino y de otras especies. Ademas, en el
ratén, se han aislado estas células a partir de cerebro y de higado. Por lo tanto, ahora es posible para un experto en
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la técnica obtener aspirados de la médula ésea, biopsias de cerebro o higado, y, posiblemente de otros érganos, y
aislar las células usando técnicas de seleccidon positiva o negativa conocidas por los expertos en la técnica,
dependiendo de los marcadores de superficie expresados sobre estas células, como identificaron los inventores, sin
experimentacion indebida.

A. MASC de médula humana:

Para seleccionar las células madre adultas multipotentes, se derivan células mononucleares de médula 6sea a partir
de aspirados de la médula dsea, que se pueden obtener por procedimientos estandar conocidos por los expertos en
la técnica (véase, por ejemplo, Muschler, G.F., y cols., J. Bone Joint Surg. Am. (1997) 79(11): 1699-709, Batinic, D.,
y cols., Bone Marrow Transplant. (1990) 6(2): 103-7). Las células madre adultas multipotentes estan presentes
dentro de la médula 6sea (u otros 6rganos tales como higado o cerebro), pero no expresan el antigeno de leucocitos
comun CD45 ni glucoforina-A (Gly-A) especifica de eritroblasto. La poblaciéon mezclada de células se somete a una
separacion de Ficoll Hypaque. Después, las células se someten selecciéon negativa usado anticuerpos anti-CD45 y
anti-Gly-A, deplecionando la poblacién de células CD45" y Gly-A’, y recuperando el aproximadamente 0,1 %
restante de células mononucleares de médula. También se pueden plaquear las células en pocillos recubiertos con
fibronectina y cultivados como se describe a continuacion durante 2-4 semanas después de que las células se
deplecionen de células CD45" y Gly-A*. De forma alternativa, se usa seleccion positiva para aislar células usando
una combinacion de marcadores especificos de célula identificados por los inventores y descritos en el presente
documento, tales como el receptor del factor inhibidor de leucemia (LIF). Los expertos en la técnica conocen
técnicas de seleccidn tanto positivas como negativas, y en la técnica también se conocen numerosos anticuerpos
monoclonales y policlonales adecuados para fines de seleccidon negativa (véase, por ejemplo, Leukocyte Typing V,
Schlossman, et al., Eds. (1995) Oxford University Press) y estan comercialmente disponible de varias fuentes.
También se han descrito técnicas para la separacién celular en mamiferos a partir de una mezcla de poblaciones
celulares de Schwartz, y cols., en la patente de los Estados Unidos N.° 5.759.793 (separacion magnética), Basch, y
cols., J. Immunol. Methods (1983) 56: 269 (cromatografia por inmunoafinidad), y Wysocki y Sato, Proc. Natl. Acad.
Sci. (USA) (1978) 75: 2844 (clasificacidon celular activada por fluorescencia). (Fig. 1A) Se plaquean células CD45
/GlyA- recuperadas sobre placas de cultivo recubiertas con 5-115 ng/ml (preferentemente de aproximadamente 7-10
ng/ml) de fibronectina sérica u otro recubrimiento de matriz apropiado. Se mantienen las células en medio esencial
minimo de Dulbecco (DMEM) u otro medio de cultivo celular apropiado, suplementado con 1-50 ng/ml
(preferentemente de aproximadamente 5-15 ng/ml) de factor de crecimiento derivado de plaquetas-BB (PDGF-BB),
1-50 ng/ml (preferentemente de aproximadamente 5-15 ng/ml) factor de crecimiento epidérmico (EGF), 1-50 ng/ml
(preferentemente de aproximadamente 5-15 ng/ml) de factor de crecimiento similar a msulma (IGF) 0 100-10.000 UI
(preferentemente de aproximadamente 1.000 Ul) de LIF, con dexametasona de 10-"° a 10® M u otro esteroide
apropiado, 2-10 pyg/ml de acido linoleico y acido ascorbico 0,05-0,15 uM. Otros medios apropiados incluyen, por
ejemplo, MCDB, MEM, IMDM, y RPMI. Las células se pueden mantener sin suero, en presencia de suero de ternero
fetal al 1-2 %, o bien, por ejemplo, en suero AB humano al 1-2 % o suero autologo. (Fig. 1B)

Los inventores de la presente invencion han mostrado que las MASC cultivadas a baja densidad expresan el LIF-R,
y estas células no expresan o expresan minimamente CD44, mientras que las células cultivadas a alta densidad,
que tienen caracteristicas de MSC, pierden la expresion de LIF-R pero expresan CD44. El 1-2 % de las células
CD45-GlyA- son CD44- y < 0,5 % de las células CD45-GlyA- son LIF-R*. Se sometieron células seleccionadas de
FACS a RT-PCR cuantitativa (PCR en tiempo real) para ARNm de oct-4. Los niveles de ARNm de oct-4 eran 5
veces mayores en células CD45GlyA- CD44- y 20 veces mayores en células CD45-GlyA-LIF-R* que en células
CD45-GlyA- no clasificadas. Se plaquearon células clasificadas en cultivo de MASC con 10 ng/ml de EGF, PDGF-BB
y LIF. La frecuencia con la que comenzaron a crecer las MASC fue 30 veces mayor en células CD45-GlyA-LIF-R" | y
de 3 veces mayor en células CD45-GlyA-CD44- que en células CD45-GlyA- no clasificadas.

Cuando se reS|embran células humanas a <0,5x10° células/cm?, los cultivos crecen poco y mueren. Cuando se
resiembran a >10x10° células/cm? cada 3 dias, las células dejan de proliferar después de <30 divisiones celulares y,
como se discutira a contlnuaC|on esto también provoca una pérdida de potencial de diferenciacion. Cuando se
resiembran a 2x10° células/cm? cada 3 dias, se pueden obtener rutinariamente >40 divisiones celulares, y algunas
poblaciones han experimentado >70 divisiones celulares. El tiempo de division celular fue de 36-48 h para las 20-30
divisiones celulares iniciales. El tiempo de divisiones celulares posteriores se extendié como mucho a 60-72 h. (Fig.
2)

La Iongltud del telomero de MASC de 5 donantes (edades de 2 afios a 55 afios) cultivada a densidades de resiembra
de 2x10° células/cm? para 23-26 divisiones celulares fue de entre 11-13 kB. Esta fue 5-5 kB mas larga que la
longitud del telémero de linfocitos sanguineos obtenidos de los mismos donantes. La longitud del telémero de células
de 2 donantes evaluada después de 23 y 25 divisiones celulares resp. y de nuevo después de 35 divisiones
celulares, permanecié inalterada. El cariotipo de estas MASC fue normal. (Fig. 3)

B. MASC de tejidos murinos:

Se obtuvo médula de ratones C57/BL6 y se plaquearon células mononucleares o células deplecionadas de células
positivas para CD45 y GIlyA bajo las mismas condiciones de cultivo usadas para MASC humanas (10 ng/ml de
PDGF-BB y EGF humana). Cuando se plaquearon las células mononucleares de médula, se deplecionaron células
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CD45" 14 dias después del inicio de cultivo para retirar las células hemopoyéticas. Como para MASC humanas, se
resembraron los cultivos a 2.000 células/cm? cada 2 divisiones celulares. Al contrario de lo que se observé con
células humanas, cuando se plaguearon células mononucleares de médula murina deplecionadas el dia 0 de células
CD45" en el cultivo de MASC, no se observé crecimiento. Cuando se plaquearon células mononucleares de médula
murina, y se cultivaron células 14 dias después de la deplecién de células CD45", aparecieron células con la
morfologia y el fenotipo similares a las de MASC humanas. Cuando se cultivaron con PDGF-BB y EFG solo, la
division celular fue lenta (>6 dias) y no se pudieron mantener los cultivos por encima de 10 divisiones celulares. La
adicion de 100-10.000 ng/ml (preferentemente 1.000 Ul) de LIF mejoré significativamente el crecimiento celular y se
han obtenido >70 divisiones celulares.

Se plaquearon células mononucleares de médula, cerebro o higado mononuclear a partir de ratones FVB/N de 5
dias de vida en cultivos de MASC con EGF, PDGF-BB y LIF sobre fibronectina. 14 dias después, se retiraron las
células CD45" y se mantuvieron las células en condiciones de cultivo de MASC, como se ha descrito anteriormente.
Las células con morfologia y fenotipo similar al de las MASC humanas y MASC de medula murina C57B16 crecieron
en cultivos iniciados con células de médula, cerebro o higado de ratones FVB/N.

C. Fenotipo de MASC.

1. MASC humanas.

El analisis inmunofenotipico por FACS de MASC humanas obtenido después de 22-25 divisiones celulares mostro
que las células no expresan CD31, CD34, CD36, CD38, CD45, CD50, CD62E y -P, HLA-DR, Muc18, STRO-1, cKit,
Tie/Tek; y expresan niveles bajos de CD44, HLA-clase |, y B2-microglobulina, pero expresan CD10, CD13, CD49b,
CD49e, CDwW90, FIk1 (N>10).

Una vez que las células experimentan >40 divisiones en cultivos resembrados a 2x10%cm?, el fenotipo se vuelve
mas homogéneo y ninguna célula expresé HLA-clase-l o CD44 (n=6). Cuando se hicieron crecer células a una
confluencia mayor, expresaron niveles altos de Muc18, CD44, HLA-clase | y f2-microglobulina, lo que es similar al
fenotipo descrito para MSC (N = 8) (Pittenger, Science (1999) 284: 143-147).

La inmunhistoquimica mostré que las MASC humanas que crecieron a una densidad de siembra de 2x10%cm?

expresan EGF-R, TGF-R1 y -2, BMP-R1A, PDGF-R1a y -B, y que una pequefa subpoblacién (entre el 1y el 10 %)
de MASC se tifie con anticuerpos anti-SSEA4 (Kannagi R, EMBO J 2:2355-61, 1983).

Se evalud, con el uso de ensagos de ADNc Clontech, el perfil génico expresado de MASC humanas cultivadas a
densidades de siembra de 2x10%/cm? para 22 y 26 divisiones celulares y se hallaron los siguientes perfiles:

A. MASC no expresan CD31, CD36, CD62E, CD62P, CD44-H, cKit, Tie, receptores para IL1, IL3, IL6, IL11, G-
CSF, GM-CSF, Epo, FIt3-L, o CNTF, y bajos niveles de ARNm de HLA-clase-l, CD44-E y Muc-18.

B. MASC expresan ARNm para las citocinas BMP1, BMP5, VEGF, HGF, KGF, MCP1; los receptores de citocina
Flk1, EGF-R, PDGF-R1a, gp130, LIF-R, activina-R1 y R2, TGFR-2, BMP-R1A; los receptores de adhesién
CD49c, CD49d,CD29; y CD10.

C. Las MASC expresan ARNm para hTRT y TRF1; el factor de transcripcion de dominio POU oct-4 ¢ sox-2
(requerido con oct-4 para mantener el estado no diferenciado de ES/EC, Uwanogho D, Mech Dev 49:23-36,
1995), sox-11 (desarrollo neuronal), sox-9 (condrogénesis, Lefebvre V, Matrix Biol 16:529-40, 1998); factores de
transcripcion de homeodeomain: Hoxa4 y -a5 (especificacion de esqueleto cervical y toracico; organogénesis de
tracto respiratorio, Packer Al, Dev Dyn 17:62-74, 2000), Hox-a9 (mielopoyesis, Lawrence H, Blood 89:1922,
1997), D1x4 (especificacion de cerebro anterior y estructuras periféricas de la cabeza, Akimenko MA, J Neurosci
14:3475-86, 1994), MSX1 (mesodermo embrionario, corazén y musculo adulto, condro- y osteogénesis, Foerst-
Potts L, Dev Dyn 209:70-84, 1997), PDX1 (pancreas, Offield MF, Development 122:983-95, 1996)

D. Se ha confirmado la presencia de ARNm de oct-4, LIF-R y hTRT por RT-PCR.

E. Ademas, la RT-PCR mostré6 que ARNm de Rex-1 (requerido con oct-4 para mantener ES en un estado no
diferenciado, Rosfjord E, Biochem Biophys Res Commun 203:1795-802, 1997) y ARNm de Rox-1 (requerido con
oct-4 para la transcripcién de Rex-1, Ben-Shushan E, Cell Biol 18:1866-78, 1998) se expresan en MASC.

oct-4 es un factor de transcripcion expresado en el embridon pregastrulacion, el embrion en la fase de division
temprana, las células de la masa celular interior del blastocisto, y en las células de carcinoma embrionario (CE)
(Nichols J, et al Cell 95:379-91, 1998), y esta esta regulado por disminucion cuando se inducen células para
diferenciar. La expresion de oct-4 desempefia un papel importante en la determinacion de las etapas tempranas
en embriogénesis y diferenciacion. oct-4, en combinacién con Rox-1, provoca la activacion transcripcional de la
proteina Zn-finger Rex-1, también requerida para mantener ES no diferenciado (Rosfjord E, Rizzino A. Biochem
Biophys Res Commun 203:1795-802, 1997; Ben-Shushan E, y cols, Mol Biol Celular 18:1866-78, 1998). Ademas,
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sox-2, expresado en ES/CE, pero también en otras células mas diferenciadas, es necesario junto con oct-4 para
retener el estado no diferenciado de ES/CE (Uwanogho D, Rex M, Cartwright EJ, Pearl G, Healy C, Scotting PJ,
Sharpe PT: Las expresion embrionaria de los genes Sox2, Sox3 y Sox11 de gallina sugiere un papel interactivo
en el desarrollo neuronal. Mech Dev 49:23-36, 1995). El mantenimiento de células ES murinas y de células
germinativas primigenias requiere la presencia de LIF, mientras que este requisito no esta tan claro para células
ES humanas y no humanas de primate.

Los inventores de la presente invencion observaron que oct-4, Rex-1 y Rox-1 se expresan en MASC derivadas de
médula humana y murina y de higado y cerebro murino. Las MASC humanas expresan el LIF-R y son positivas en
tincion con SSEA-4. Los experimentos iniciales muestran que MASC humanas estan enriquecidas por la seleccion
de células LIF-R" incluso aunque aln no esté claro si su crecimiento esta afectado por LIF. En cambio, LIF ayuda en
el crecimiento de MASC murinas. Finalmente, los niveles de ARNm de oct-4, LIF-R, Rex-1 y Rox-1 se incrementan
en cultivos de MASC humanas por encima de 30 divisiones celulares, lo que da como resultado células
fenotipicamente mas homogéneas. En cambio, las MASC cultivadas a alta densidad pierden la expresiéon de estos
marcadores. Esto esta asociado con la senescencia antes de 40 divisiones celulares y la pérdida de diferenciacion
para células diferentes de condroblastos, osteoblastos y adipocitos. Asi, la presencia de oct-4, combinado con Rex-
1, Rox-1, sox-2, y LIF-R son marcadores que se correlacionan con la presencia de las células mas primitivas en los
cultivos de MASC.

Los inventores de la presente invencion han examinado ratones transgénicos para un gen de eGFP promotora de
oct-4. En estos animales, la expresion de eGFP se observa en células germinativas primigenias asi como en células
germinativas después del nacimiento. Como las MASC expresan oct-4, los inventores de la presente invencién
sometieron a prueba si las células positivas para eGFP se podrian encontrar en la médula, el cerebro y el higado de
estos animales después del nacimiento. So clasificaron las células eGFP* (1 % de la poblacion mas brillante) a partir
de médula, cerebro e higado de ratones de 5 dias de vida. Cuando se evalud por microscopia de fluorescencia, <1
% de las células clasificadas a partir de cerebro y médula fueron eGFP*. Se pudo detectar ARNm de oct-4 por Q-RT-
PCR en la poblacién clasificada. Se han plaqueado células clasificadas bajo condiciones que soportan las MASC
murinas (pocillos recubiertos de fibronectina con EGF, PDGF, LIF). Las células sobrevivieron pero no se
expandieron. Cuando se transfirieron a fibroblastos embrionarios murinos, se observé crecimiento celular. Cuando
se replaquearon de nuevo bajo condiciones de MASC, se detectaron células con morfologia y fenotipo de MASC.

2. MASC murinas.

Al igual que para células humanas, las MASC de C57/BL6 cultivadas con con EGF, PDGF-BB y LIF son negativas
para CD44 y HLA-clase-I, positivas en tincién con SSEA-4, y expresan transcritos para oct-4, LIF-R, Rox-1 y sox-2.,
De forma anéloga, las MASC de médula, cerebro e higado de FVB/N, expresan ARNm de oct3/4.

Cultivo de células madre adultas multipotentes

Se pueden cultivar células madre adultas multipotentes (MASC) aisladas como se describe en el presente
documento usando procedimientos de la invencidén. En resumen, se prefiere el cultivo en medio con poco suero o
libre de suero para mantener las células en el estado no diferenciado. Se complementa el medio libre de suero
usado para cultivar las células, como se describe en el presente documento, como se describe en la tabla I.

Tabla |
Insulina 10-50 pg/ml (10 pg/ml)*
Transferrina 0-10 ug/ml (5,5 pg/ml)
Selenio 2 - 10 ng/ml (5 ng/ml)

albdmina sérica bovina (BSA)

0,1-5 pg/ml (0,5 pg/ml)

Acido linoleico

2-10 ug/ml (4,7 ug/ml)

Dexametasona

0,005 - 0,15 uM (0,01 pM)

Acido L-ascérbico 2-fosfato

0,1 mM

DMEM bajo en glucosa (DMEM-LG)

40 - 60 % (60 %)

MCDB-201

40 - 60 % (40 %)

Suero de ternero fetal

0-2 %

Crecimiento derivado de plaquetas

5-15 ng/ml (10 ng/ml)

Factor de crecimiento epidérmico

5-15 ng/ml (10 ng/ml)

Factor de crecimiento similar a insulina

5-15 ng/ml (10 ng/ml)
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Factor inhibidor de leucemia 10-10.000 IU (1.000 IU)

* Se muestran las concentraciones preferidas entre paréntesis.

Debido a que las MASC expresan el LIF-R y algunas células expresan oct-4, se sometié a prueba si la adicion de LIF
mejoraria el cultivo. La adicion de 10 ng/ml de LIF a MASC humanas no afecto al crecimiento celular a corto plazo (el
mismo tiempo de division celular hasta 25 divisiones celulares, nivel de expresion de oct-4). Al contrario de lo que se
observé con células humanas, cuando se plaquearon células mononucleares de médula murina deplecionadas el dia
0 de células CD45" en el cultivo de MASC, no se observd crecimiento. Cuando se plaquearon células
mononucleares de médula murina, y se cultivaron células 14 dias después de la deplecién de células CD45,
aparecieron células con la morfologia y el fenotipo similares a las de MASC humanas. Esto sugiere que se pueden
necesitar factores secretados por células hematopoyéticas para soportar el crecimiento inicial de MASC murinas.
Cuando se cultivaron con PDGF-BB y EFG solo, la division celular fue lenta (>6 dias) y no se pudieron mantener los
cultivos por encima de 10 divisiones celulares. La adicion de 10 ng/ml de LIF potencid significativamente el
crecimiento celular.

Una vez establecidas en el cultivo, las células se pueden congelar y almacenar como disoluciones congeladas,
usando DMEM con FCS al 40 % y DMSO al 10 %. Los los expertos en la técnica también conocen otros
procedimientos para la preparacion de disoluciones congeladas para células cultivadas.

Induccién de MASC para diferenciar para formar progenitores asignados y tipos celulares especificos de
tejido

Con el uso de factores de crecimiento apropiados, quimocinas y citocinas, se pueden inducir las MASC de la
presente invencion para diferenciarse para formar un niumero de linajes celulares, incluyendo, por ejemplo, diversas
células de origen mesodérmico asi como célula de origen neuroectodérmico (células gliales, oligodendrocitos y
neuronas) asi como de origen endodérmico.

A. Mesodermo esplacnido

1. Osteoblastos: Se cultivaron MASC confluentes con aproximadamente dexametasona 10%-10°Mm (de manera
preferida aproximadamente 107M), B-glicerofosfato y acido ascorbico 5-20 mM (preferentemente 10mM). Para
demostrar la presencia de osteoblastos, se uso la tincion de Von Kossa (reduccion con plata de CaPO4), o
anticuerpos frente a sialoprotevna osea, osteonectina, osteopontina y osteocalcina (inmunohistoquvmica/Western).
Despuis de 14-21 dvas de cultivo, >80 % de las cilulas se tiperon como positivas con estos anticuerpos. (Fig. 5, 6)

2. Condroblastos: Se tripsinizaron MASC, y se cultivaron en DMEM libre de suero suplementado con 50-1.00 ng/ml
(preferentemente 100 ng/ml) de TGF-B1 en cultivo de suspensbn de micromasa. Se formaron pequefos agregados
de cartilago en el fondo de las pipetas que se tifieron como positivos con azul de toluidina. Inicialmente se detectd
colageno de tipo | en toda la micromasa (dia 5), pero después de 14 dias so6lo se detectd en la capa externa del
cartilago fibroso. Se pudo detectar colageno de tipo Il después de 5 dias y se tifi6 fuertemente la micromasa en el
dia 14. La tincion para sialoproteina 6sea fue negativa o minimamente positiva en la capa de cartilago fibroso
externa. Se encontrd una tincion variable para osteonectina, osteocalcina y osteopontina. Se confirmé la presencia
de colageno de tipo Il por transferencia de tipo Western y RT-PCR. Ademas, la RT-PCR sobre células recuperadas
después de 5 dias mostré la presencia de los factores de transcripcion especificos para cartilago CART1 y CD-
RAP1. (Fig. 5, 6)

3. Adipocito: Para inducir la diferenciacion de adipocito, se puede usar dexametasona de aproximadamente 10" a
aproximadamente 10° M (de manera preferida aproximadamente 107 M), de aproximadamente 50 a
aproximadamente 200 pg/ml (de manera preferida aproximadamente 100 pg/ml) de insulina o medio suplementado
con aproximadamente suero de caballo al 20 %. Se puede detectar la diferenciacion de adipocito por examen con
microscopia de luz, tinciéon con rojo de aceite o deteccion de lipoproteina lipasa (LPL), proteina de union a lipido
adipocito (aP2), o receptor gamma activado por proliferador de peroxisoma (PPAR). Los expertos en la técnica
conocen procedimientos para la deteccion de marcadores celulares y productos, y pueden incluir la deteccién
usando ligandos especificos, tales como, por ejemplo, troglitazona (TRO) y rosiglitazona (RSG), que se unen a
PPARYy. (Fig 5, 6)

4. Perfil génico expresado de cartilago y hueso. Los inventores de la presente invencidn examinaron genes
expresados tras la diferenciacion para osteoblastos y condroblastos. En particular, examinaron el perfil génico
expresado de MASC (n=3) y MASC cambiadas a condiciones de cultivo de osteoblastos o condroblastos durante
dos dias para determinar si se observa un cambio homogéneo relativo para los dos linajes especificos, usando los
ensayos de ADNc de Clonetech e Invitrogen. Una lista parcial de cambios detectados se muestra en la tabla 2. Esto
no es de ninguna manera una evaluacién concluyente del perfil génico expresado en MASC, osteoblastos y
condroblastos. Sin embargo, los resultados indican que la diferenciacion de MASC para hueso y cartilago induce
cambios significativos y divergentes en el perfil génico expresado, consistentes con la observacion de que la mayoria
de las células dentro de un cultivo pueden inducirse para diferenciar sobre una via dada.
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Tabla 2: Genes expresados diferencialmente en MASC, osteoblastos y condroblastos

Familia

Pérdida
Osteoblasto o condroblasto

Adquisicién/incremento
osteoblasto

condroblasto

Factores de
transcripcion

oct-4, sox-2, Hoxa4, 5, 9;
D1x4,PDX1, hTRT, TRF1

Hox7, hox11, sox22

Sox-9, FREAC, hox-11, hox7,
CART1, Notch3

Ciclo celular

Ciclinas, cdk’s

Cdki’s

Cdki's

Receptores de
adhesion y ECM

sindecano-4; distroglucano
integrina a2, a3, 1,

sindecano-4, decorina,
lumicano, fibronectina,
sialoproteina 6sea, TIMP-
1, CD44, integrina B8, 5

colageno-ll, fibronectina,
decorina, glucoproteina de
cartilago, proteina de matriz
oligomérica de cartilago, MMP y
TIMP, N-cadherina, CD44,
integrina a1y a6

FLK1, LIF-R, RAR-a, RARYy,
EGF-R, PDGF-R1ay -B,

PTHr-P, Leptina-R, VitD3-
R, FGF-R3, FGF-R2,

Citocina-R/ citocinas |TGF-R1y -2, BMP-R1A, VitD3-R, BMP2, BMP7

BMP1 y 4, HGF, KGF estrégeno-R, wnt-73a,

VEGF-C, BMP2

MCP1

5. Perfil génico expresado de hueso por hibridacion sustractiva: Los inventores de la presente invencién usaron
un enfoque de sustraccion para identificar diferencias genéticas entre MASC no diferenciadas y progenie asignada.
Se extrajo ARNm de Poli-A de MASC no diferenciadas y se indujo la diferenciacion de las células en el linaje de
osteoblastos durante 2 dias. Se realizé la sustraccion y la amplificacion de los ADNc expresados diferencialmente
usando el kit PCR-Select de Clonetech, con la recomendacion del fabricante sin modificacion. Se comenzd a
analizar secuencias génicas expresadas en cultivos de osteoblastos de 2 dias pero no en MASC no diferenciadas.

1) Los inventores de la presente invencion secuenciaron 86 secuencias de ADNc expresadas diferencialmente.
Se confirmoé por Northern que los ARNm estan de hecho expresados especificamente en progenitores de
osteoblastos de 2 dias y no en MASC. Se compararon las secuencias (usando el algoritmo BLAST) para las
siguientes bases de datos: colecciones de proteinas y nucleétidos SwissProt, GenBank, EST, contigs. de EST
murina y humana.

2) Se categorizaron las secuencias por homologia: 8 son factores de transcripcion, 20 estan implicadas en el
metabolismo celular; 5 en reparacion de cromatina; 4 en la via de apoptosis; 8 en la funcién mitocondrial; 14 son
receptores de adhesion / componentes de ECM; 19 son secuencias de EST publicadas con funcién desconocida
y 8 son novedosas.

3) Para 2 de las secuencias novedosas, los inventores de la presente invencién comenzaron a realizar Q-RT-
PCR sobre MASC inducidas para diferenciarse para hueso durante 12 h, 24 h, 2 dias, 4 dias, 7 dias y 14 dias a
partir de 3 donantes individuales. Se expresaron los genes durante don 2 y 4 dias iniciales de diferenciacion
respectivamente, y después se regularon por disminucion.

4) Los inventores de la presente invencion también han comenzado a analizar genes presentes en MASC no
diferenciadas pero no osteoblastos de 2 dias. Se han secuenciado treinta genes expresador diferencialmente y 5
de ellos son secuencias EST o secuencias desconocidas.

B. Muisculo

La diferenciacion para cualquier fenotipo muscular requirid que se dejara que las MASC se volvieran confluentes
antes de la induccion de la diferenciacion.

1. Muasculo esquelético: Para inducir la diferenciacion celular del musculo esquelético, se trataron MASC
confluentes con 5-azacitidina de aproximadamente 1 hasta aproximadamente 3 uM (preferentemente de
aproximadamente 3 uM) en medio de expansién de MASC durante 24 horas. Después, se mantuvieron los cultivos
en medio de MASC. Se evalué la diferenciacién con transferencia de tipo Western e inmunohistoquimica. Se puede
demostrar la diferenciacion del masculo esquelético in vitro detectando la activacién secuencial de Myf-5, Myo-D,
Myf-6, miogenina, desmina, actina esquelética y miosina esquelética, por inmunohistoquimica o analisis de
transferencia de tipo Western usando técnicas estandar conocidas por los expertos en la técnica y anticuerpos
comercialmente disponibles. Cinco dias después de la induccidn con 5-azacitidina, los factores de transcripcion
Myf5, Myo-D y Myf6 se pudieron detectar en aproximadamente el 50 % de las células. Después de 14-18 dias, Myo-
D se expresé en niveles significativamente menores, mientras que Myf5 y Myf6 persistieron. Se detecté desmina y
actina esquelética tan solo 4 dias después de la induccién, y miosina esquelética en 14 dias. Por
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inmunohistoquimica, el 70-80 % de las células expresaron proteinas musculares maduras después de 14 dias. El
tratamiento con 5-azacitidina dio como resultado la expresion de Gata4 y Gata6 durante la primera semana del
cultivo. Ademas, se pudieron detectar niveles bajos de troponina-T desde el dia dos en adelante. Se detecté actina
del musculo liso a los 2 dias después de la induccion y persistio durante 14 dias. Cuando se afiadio suero de caballo
al 20 %, se observo una fusiéon de mioblastos en miotubos que eran multinucleados. (Fig. 7) Usando un marcado
fluorescente doble se pudo mostrar que los mioblastos transducidos pudieron provocar la fusién con miocitos
diferencialmente laterales (Fig. 8).

2. Musculo liso: También se pueden inducir células del musculo liso cultivando MASC en medio libre de suero sin
factores de crecimiento, suplementado con concentraciones altas (de aproximadamente 50 hasta aproximadamente
200 ng/ml, preferentemente de aproximadamente 100 ng/ml) de factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF). Preferentemente, las células deberian ser confluentes al inicio de la diferenciacién. Se pueden identificar
células del musculo liso terminalmente diferenciadas detectando la expresion de desmina, actina especifica del
musculo liso, y miosina especifica del musculo liso por procedimientos estandar conocidos por los expertos en la
técnica. Se detect6 actina del musculo liso desde el dia dos en adelante y miosina del musculo liso después de 14
dias. Aproximadamente un 70 % de las células se tifieron como positivas con anticuerpos de anti-actina y miosina
del musculo liso. Se observé una presencia de miogenina desde dia cuatro en adelante y de desmina después de 6
dias. También se detectaron proteinas Myf5 y Myf6 después de 2-4 dias, que persistieron hasta el dia 15. No se
detecté Myo-D. (Fig. 7)

3. Masculo cardiaco: Se puede llevar a cabo la diferenciacion del musculo cardiaco afiadiendo de
aproximadamente 5 hasta aproximadamente 200 ng/ml (preferentemente de aproximadamente 100 ng/ml) de factor
de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) al medio de cultivo libre de suero estandar sin factores de crecimiento,
como se ha descrito previamente. Se expusieron MASC confluentes a 5-azacitidina M (preferentemente de
aproximadamente 3 uM) y a acido retinoico 10°-10" M (preferentemente 10'6M), y después se cultivd en medio de
expansion de MASC. De forma alternativa, se cultivaron MASC con cualquiera de estos inductores solos o en una
combinacién de ambos y después se cultivaron en medio libre de suero con 50-200 ng/ml (preferentemente 100
ng/ml de FGF2 o una combinacién de 5-20 ng/ml (preferentemente 10 ng/ml) de BMP-4 y 100 ng/ml de FGF2. Se
encontré expresion de proteinas consistentes con cardiomiocitos. Se expresaron Gata4 y Gata6 a partir del dia 2 y
persistieron hasta el dia 15. Se expresoé troponina-T cardiaca después del dia 4 y troponina-l cardiaca desde dia 6
en adelante, mientras que se pudo detectar ANP después del dia 11. Se detectaron estas proteinas cardiacas en
>70 % de las células por inmunohistoquimica en el dia 15. Se encontraron el factor de transcripcién Myf6 desde el
dia 2 en adelante. La expresion de desmina comenzé el dia 6 y de miogenina el dia 2. También se encontrd actina
esquelética. Cuando se mantuvieron los cultivos durante >3 semanas, las células formaron sincitia. También se
observaron contracciones espontaneas infrecuentes que se produjeron en los cultivos, que se propagaron durante
varios mm de distancia. (Fig. 7)

C. Células endoteliales Las MASC expresan Flk1 pero no CD34, PECAM, E- y P-selectina, CD36, Tie/Tek o FIt1.
Cuando se cultivan MASC con medio de MASC libre de suero con 20 ng/ml de VEGF, se observa la aparicion de
CD34 sobre la superficie celular y las células expresaron VWF en el dia 14 (inmunofluorescencia) (Fig. 9, 10).
Ademas, las células expresaron Tie, Tek, Flk1 y Flt1, PECAM, P-selectina y E-selectina y CD36. Se confirmaron los
resultados de la tincion histoquimica por transferencia de tipo Western. Cuando se cultivaron células inducidas de
VEGF sobre matrigel o colageno de tipo IV, se observé una formacion tubular vascular. (Fig. 9, 10)

D. Células_hemopoyéticas, Como las MASC se diferencian en células endoteliales CD34" y estudios recientes
muestran que las células CD34-Flk1* se pueden inducir para diferenciarse en células endoteliales asi como en
células hemopoyéticas, se sometid a prueba si las MASC se podian inducir para diferenciar en precursores
hemopoyéticos. Se replaquearon MASC sobre colageno de tipo IV en medio de MASC que contenia PDGF-BB-y
EGF con FCS al 5 % y 100 ng/ml de SCF que se condiciond por el alimentador AFT024, una linea mesenquimal
derivada de higado fetal que soporta células madre de repoblacién murinas y humanas ex vivo. Las células
recuperadas de estos cultivos expresaron cKit, cMyb, Gata2 y G-CSF-R, pero no CD34 (RT-PCR). Debido a que la
hemopoyesis esta inducida por factores que se liberan por endodermo visceral embrionario, se cultivaron
conjuntamente MASC humanas con EB murinas BGal® en presencia de SCF humana, Flt3-L, Tpo y Epo. En 2
estudios separados, se detecté una pequefia poblacion de células BGal™ que expresaron CD45 humana.

E. Células del estroma: Los inventores indujeron diferenciacion "estromal" incubando MASC con IL-1a, FCS y suero
de caballo. Para demostrar que estas células puede soportar la hemopoyesis, se irradiaron los alimentadores a
2.000 cGy y se plaquearon células sanguineas del cordén umbilical CD34" en contacto con el alimentador. Después
de 1, 2 y 5 semanas, se replaqued la progenie en metilcelulosa para determinar el nimero de células que formaron
colonias (CFC). Se observé una expansion de 3-5 veces de CFC después de 2 semanas y el mantenimiento de CFC
en 5 semanas, que fue similar a los cultivos de células CD34", en contacto con el alimentador derivado de higado
fetal murino, AFT024.

F. Células neuronales Sorprendentemente, las MASC inducidas con VEGF, las citocinas hemopoyéticas SCF, FIt3-L,
Tpo y Epo en medio de MASC que contenia EGF condicionado por el alimentador de soporte hematopoyético
AFT024, se diferenciaron en astrocitos positivos para proteina glial-fibrilar-acida (GFAP), oligodentrocitos positivos
para galactocerebrésido (GalC) y neuronas positivas para neurofilamentos (Fig. 11). Los inventores plantearon la
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hipétesis de que la produccion de FGF2 por los alimentadores AFT024 y la adicion de EGF a los cultivos puede
inducir la diferenciacién a las células neuronales in vitro.

Después, se examiné el efecto de FGF2, conocido por desempefiar un papel clave en el desarrollo neuronal y en el
cultivo ex vivo de precursores neuronales, sobre el desarrollo neuronal derivado de las MASC. Cuando se cambié
<50 % de cultivos confluentes de MASC derivadas de médula humana (n=7) que se habian cultivado con EGF y
PDGF-BB a un medio que contenia 50-500 ng/ml (preferentemente 100ng/ml) de FGF2, se observé diferenciacion
para células que expresaban para astrocitos, oligodendrocitos y neuronas después 2-4 semanas (Fig. 11). Después
de dos semanas en cultivo, el 264 % de las células fueron positivas para GFAP, el 28+3 % positivas para GalC y el
4615 % positivas para neurofilamento-200. Cuando se volvié a examinar después de tres semanas, menos células
fueron positivas para GFAP o GalC, pero el 202 % de las células se tifieron como positivas para p-tubulina-llll, el
22+3 % para neurofilamento-68, el 50 + 3 % para neurofilamento-160, el 202 % para neurofilamento-200, el 82 + 5
% para enolasa especifica de neurona (NSE) y el 80 + 2 % para proteina asociada a microtubulos 2 (MAP2) (Fig.
11). No se detectaron GABA, parvalbumina, tirosina hidroxilasa, DOPA-descarboxilasa ni triptéfano hidroxilasa. El
numero de neuritas por neurona se incremento de desde 311, hasta 5+1 y 712 a partir de 2, 3 a 4 semanas después
de la diferenciacién. Se confirmé la diferenciacion para células con caracteristicas de astrocitos, oligodendrocitos y
neuronas demostrando la presencia de GFAP, proteina béasica de mielina (MBP) y neurofilamento-200 por
transferencia de tipo Western y analisis RT-PCR tratado en FGF2 pero sin MASC).

El FGF-9, aislado en primer lugar a partir de una linea celular de glioblastoma, induce la proliferacion de células
gliales en cultivo. EI FGF-9 se encuentra in vivo en neuronas de la corteza cerebral, hipocampo, sustancia negra,
nucleos motores del tronco encefalico y capas celulares de Purkinje. Cuando se cultivé durante 3 semanas con 5-50
ng/ml (preferentemente 10 ng/ml) de FGF-9 y EGF las MASC generaron astrocitos, oligodendrocitos y GABAérgica y
dopaminérgica. Durante el desarrollo del SNC, FGF-8, expresado en el limite mesencéfalo/rombencéfalo por el
prosencéfalo rostral, en combinaciéon con el erizo sénico, induce la diferenciacion de neuronas dopaminérgicas en
mesencéfalo y prosencéfalo. Se ha observado que cuando se cultivaron las MASC con 5-50 ng/ml (preferentemente
10 ng/ml) de FGF-8 y EGF durante 3 semanas, se produjeron neuronas tanto GABAérgicas como dopaminérgicas.
El FGF-10 se encuentra en el cerebro en cantidades muy bajas y su expresion esta restringida al hipocampo,
talamo, mesencéfalo y tronco encefalico donde se expresa de forma preferente en neuronas pero no en células
gliales. El cultivo de MASC en 5-50 ng/ml (preferentemente 10 ng/ml) de FGF-10 y EGF durante tres semanas
generd astrocitos y oligodendrocitos, pero no neuronas. El FGF-4 se expresa por el notocordio y se requiere para la
regionalizacion del mesencéfalo. Cuando se tratdé con 5-50 ng/ml (preferentemente 10 ng/ml) de FGF-4 y EGF
durante 3 semanas, las MASC se diferenciaron en astrocitos y oligodendrocitos, pero no en neuronas.

Otros factores de crecimiento que son se expresan especificamente en el cerebro y que afectan al desarrollo
neuronal in-vivo e in-vitro incluyen factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), factor neurotréfico derivado de
glial (GDNF) y factor neurotrdéfico ciliar (CNTF). EI BDNF es un miembro de la familia de los factores de crecimiento
nervioso que promueve la diferenciacién in vitro de NSC, células subependimales humanas, y precursores
neuronales para neuronas y promueve la excrecencia de neuritas de células madre hipocampicas in vivo. De
acuerdo con la funcion conocida de BDNF de soportar la supervivencia de las neuronas dopaminérgicas de la
sustancia negra, cuando se trataron MASC con 5-50 ng/ml (preferentemente 10 ng/ml) de BDNF y EGF se observo
diferenciacion exclusiva en neuronas positivas para tirosina hidroxilasa. EIl GDNF es un miembro de la superfamilia
TGF. En neurogénesis temprana, GDNF se expresa en el neuroectodermo anterior lo que sugiere que puede
desempefiar un papel clave en el desarrollo neuronal. EI GDNF promueve la supervivencia de neuronas motoras en
el nervio y el musculo periférico y tienen capacidades neurotréficas y de diferenciacion. Se ha encontrado que 5-50
ng/ml (preferentemente 10 ng/ml) de GDNF indujeron MASC para diferenciarse en neuronas GABAérgicas y
dopaminérgicas. EI CNTF, aislado en primer lugar a partir de ganglio ciliar, es un miembro de la familia de gp130 de
citocinas. EI CNTF promueve la supervivencia neuronal temprana en el desarrollo. En cultivos hipocampicos de ratas
embrionarias, CNTF incremento el numero de neuronas GABAérgicas y colinérgicas. Ademas, evité la muerte celular
de neuronas GABAérgicas y promovi6 la incorporacién de GABA. 5-50 ng/ml (preferentemente 10 ng/ml) de CNTF
ejercié la misma induccion GABAérgica sobre MASC ya que éstas se diferenciaban exclusivamente en neuronas
GABAérgicas después de tres semanas de la exposicion a CNTF.

También se examinod el destino de las MASC trasplantadas en cerebro de rata. Se trasplantaron 50.000 MACS de
eGFP" estereotacticamente alrededor de un infarto parietal inducido en ratas Wistar, mantenidas sobre ciclosporina.
Se sometid a prueba el reemplazo de extremidad seis semanas después del trasplante de solucién salina, medio
acondicionado de MASC o MASC. Sélo se observé una mejora funcional en niveles equivalentes a los animales
simulados en ratas trasplantadas con MASC (Fig. 15).

Después de 2 y 6 semanas, se sacrificaron los animales para determinar el fenotipo neuronal. Debido a la
autofluorescencia del cerebro después del trasplante con células eGFP”, se realizé un analisis inmunohistoquimico
del implante. La mayoria de las células eGFP* se detectaron en la propia zona del injerto a las 16 semanas (Fig. 16).
Después de cinco semanas, las células eGFP* migraron fuera del injerto. En dos semanas, las células con tincién
con un anticuerpo anti-eGFP permanecieron esféricas en naturaleza y variaron desde 10-30 ym en diametro.
Después de seis semanas, las células con un anticuerpo anti-eGFP eran significativamente mas pequefias y se
pudieron observar dendritas en la zona injertada, que se extendian fuera del tejido cerebral normal. Se confirmé la
presencia de células humanas por tincién con un anticuerpo nuclear especifico humano, NuMa. Este anticuerpo se
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puede usar para identificar células humanas en el injerto permitiendo la tincién doble y triple con anticuerpos
inmunofluorescentes.

Al usar anticuerpos anti-nestina especificos humanos, los inventores de la presente invencidn detectaron pequefias
agrupaciones de células positivas para nestina en la misma ubicacién del injerto que las células positivas para NuMa
y las células GFP", lo que sugiere diferenciacion neuroectodérmica. Ademas, se encontrd tincion positiva paraf -
tubulina Il y Neurofilamento-68 y -160, Oligomarcador y GFAP, lo que sugiere diferenciacion para células
neuronales y gliales (no mostrado).

G. Células epiteliales Los inventores trataron MASC confluentes (N = 4) con 10 ng/ml de factor de crecimiento de
hepatocito (HGF), solo o en combinacién con factor de crecimiento de queratinocito (KGF). Después de 14 dias, se
pudieron observar células epitelioides grandes que expresaron el receptor HGF, citoqueratina 8, 18 y 19. La
presencia de citoqueratina-19 sugiere una posible diferenciacion para epitelio biliar. EI cambio de matriz de
fibronectina a un gel de colageno o matrigel mejoré la generacién de células que expresaban citoqueratina-18 con
morfologia de células epiteliales. (Fig. 17)

Origen celular individual de linajes diferenciados.

Para verificar si las MASC son clonales, los inventores han clasificado por FACS 1y 10 células eGFP" transducidas
por MFG-eGFP por pocillo y han cultivado células para generar 10® células. Se realizo la transduccion como sigue:
Se expusieron MASC replaqueadas 24h antes durante 6 h en 2 dias secuenciales a MFG-eGFP o MSCV-eGFP
envasado en la linea celular PG13 y 10 pg/ml de protamina. Se transdujeron entre el 40-70 % de MASC. La
expresion de eGFP persistié durante al menos 3 meses ex vivo, y persisti6 en una fraccion grande de células
después de la diferenciacion. Cuando se clasificé una linea celular individual, no se observé crecimiento en >1.000
pocillos. Sin embargo, cuando se depositaron/pocillo 10 células, se observd crecimiento celular en el 3 % de los
pocillos, se observd expansion extensiva para >10" células solo en el 0,3 % de los pocillos. Después se indujeron
estas células para diferenciarse en todos los tipos celulares mesodérmicas (osteoblastos, condroblastos, adipocitos,
células esqueléticas y del musculo liso y endotelio). De nuevo se mostré la diferenciacion por inmunohistoquimica y
transferencia de tipo Western. También se sometieron células a PCR inversa para demostrar que las secuencias en
el ADN humano que flanquean la insercion virica eran similares. Los inventores encontraron que se insertd el gen
retrovirico en la misma zona en el genoma humano en MASC y se diferencia progenie en 3 clones independientes.

Injerto de MASC
Los inventores comenzaron estudios para examinar si las MASC se injertan y persisten in vivo.

1. Los inventores injertaron MASC de eGFP" intramuscularmente en ratones NOD-SCID. Se sacrificaron animales 4
semanas después y se examiné el musculo para determinar si, como se ha descrito para células ES humanas, se
desarrollan teratomas. En 5/5 de los animales, no se observaron teratomas. Se detectaron células positivas para
eGFP.

2. Los inventores infundieron MASC de eGFP" intramuscularmente en ratones SCID fetales. Se evaluaron los
animales inmediatamente después del nacimiento. El analisis por PCR demostrd la presencia de células eGFP* en el
corazoén, el pulmon, el higado, el bazo y la médula.

3. Los inventores trasplantaron MASC estereotaxicamente en el cerebro intacto o en el cerebro infartado de ratas,
adquieren un fenotipo compatible con células neuronales, y persisten durante al menos 6 semanas.

Aplicaciones de las MASC

1. Osteoblastos: Se pueden usar las MASC de la presente invencién que se han inducido para diferenciarse
para formar células 6seas como tratamiento celular o para regeneracion de tejido en osteoporosis, enfermedad
de Paget, fractura 6sea, la osteomielitis, osteonecrosis, acondroplasia, osteogénesis imperfecta, exostosis
multiple hereditaria, displasia apifisaria multiple, sindrome de Marfan, mucopolisacaridosis, neurofibromatosis o
escoliosis, cirugia reconstructiva para malformaciones localizadas, espina bifida, hemivértebras o vértebras
fusionadas, anomalias de extremidades, reconstruccién de tejido dafiado por tumor y reconstruccion después de
infeccion, tal como infeccion del oido medio.

2. Condrocitos: Se pueden inducir las MASC de la presente invencion para diferenciarse para formar células de
cartilago para tratamiento celular o regeneracion e tejido en enfermedades o lesiones relacionadas con la edad,
en lesiones relacionadas con el deporte, o en enfermedades especificas tales como la artritis reumatoide, artritis
de psoriasis, artritis de Reiter, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, espondiloartritis anquilosante, artrosis,
cirugia reconstructiva del oido externo, cirugia reconstructiva de la nariz, y cirugia reconstructiva del cartilago
cricoides.

3. Adipocitos: Se pueden usar loa adipocitos derivados de las MASC en remodelacion durante cirugia
reconstructiva o estética, asi como para el tratamiento de diabetes de tipo Il. En cirugia reconstructiva, se pueden
usar los adipocitos diferenciados como se describe por el procedimiento de la presente invencién para la
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reconstruccion de mama después de una mastectomia, por ejemplo, o para reestructurar tejido perdido como
resultado de otra cirugia, tal como retirada de tumor de la cara o de la mano. En cirugia estética, se pueden usar
los adipocitos producidos a partir de las células de la presente invencion por el procedimiento de la presente
invencién en diversas técnicas, tales como el aumento de pecho, o para la reduccion de arrugas en la piel. Los
adipocitos asi derivados también puede proporcionar un sistema modelo in vitro eficaz para el estudio de la
regulacion de grasa.

4. Fibroblastos: Se pueden usar los fibroblastos derivados de las MASC para tratamiento celular o reparacién
de tejido para promover cicatrizacion de heridas o para proporcionar un soporte de tejido conectivo, tal como una
estructura para cirugia estética.

5. Musculo esquelético: Se pueden inducir las MASC para diferenciarse para formar células del musculo
esquelético para el tratamiento celular o reparacion de tejido en el tratamiento de distrofia muscular de Duchene,
distrofia muscular de Becker, distrofia mioténica, miopatia esquelética y cirugia reconstructiva para reparar dafio
en el musculo esquelético.

6. Muasculo liso: Se pueden inducir las MASC para diferenciarse para formar células del musculo liso para
tratamiento celular o reparacidon de tejido en el tratamiento de anomalias en el desarrollo del sistema
gastrointestinal, tales como atresia esofagica, atresia intestinal, e intususcepcion, asi como para el reemplazo de
tejidos después de cirugia por infarto intestinal o colocolostomia.

También se pueden usar las células del musculo liso formadas a partir de las MASC de la presente invencion
para reconstruccion de vejiga o uterina, para neovascularizacion, para reparacion de vasos dafados por, por
ejemplo, aterosclerosis o aneurisma. Se pueden usar las células precursoras del musculo liso (células
mesangiales) como un modelo in vitro para enfermedades glomerulares o para tratamiento celular o
regeneracion de tejido en neuropatia diabética. También se pueden usar los precursores del musculo liso para
reparar macula densa del tubulo contorneado distal o del tejido juxtaglomerular, lo que desempefiar un papel en
la regulacion de la presion arterial.

7. Cardiomiocitos: Los cardiomiocitos derivados de las MASC puede ser utiles para tratamiento celular o
reparacion de tejido para tratar tejido cardiaco dafiado después de un infarto de miocardio, junto con la
insuficiencia cardiaca congestiva, durante el reemplazo de la valvula, por anomalias cardiacas congénitas, o que
resulta de cardiomiopatias o endocarditis. Se pueden administrar células localmente, especialmente por
inyeccion, para el incremento de la eficacia. Se pueden usar células microgliales diferenciadas de MASC para
tratar lesiones de la médula espinal y trastornos neurodegenerativos, tales como enfermedad de Huntington,
enfermedad de Parkinson, esclerosis multiple, y enfermedad de Alzheimer, asi como para reparar los tejidos
danados durante una enfermedad infecciosa que afecta al sistema nervioso central. También se pueden usar
células microgliales que se han alterado genéticamente para producir citocinas para trasplante para el
tratamiento de enfermedades infecciosas en el sistema nervioso central donde el acceso es limitado debido a la
barrera sangre-cerebro. También se pueden usar células gliales para producir factores de crecimiento o
inhibidores de factores de crecimiento para regeneracion de tejido nervioso después de apoplejia, como
consecuencia de esclerosis multiple, esclerosis lateral amilotrépica, y cancer cerebral, asi como para
regeneracion después de lesion de la médula espinal.

8. Células estromales: Se pueden usar células estromales derivadas de las MASC de la presente invencion
como ceélulas de trasplante para el reemplazo de médula 6sea post-quimioterapia, asi como para trasplante de
médula 6sea. En el cancer de mama, por ejemplo, se obtiene un aspirado de médula 6sea de un paciente antes
de un régimen de quimioterapia agresivo. Esta quimioterapia es perjudicial para tejidos, en particular para
médula 6sea. Se pueden expandir en cultivo MASC aisladas de la médula ésea del paciente para proporcionar
suficientes células autélogas para la repoblaciéon de las células de la médula 6sea. Debido a que estas células
puede diferenciarse a los multiples tipos de tejidos, las células introducidas localmente o bien sistematicamente
proporcionan una ventaja afiadida por migracion a otros tejidos dafiados, en los que los factores celulares en el
entorno del tejido inducen que las células se diferencien y se multipliquen.

9. Células endoteliales: Las MASC se pueden diferenciar por los procedimientos descritas para producir células
endoteliales, que se pueden usar en el tratamiento de la deficiencia del factor VIIl, asi como para producir
angiogénesis para neovascularizacién. Las células endoteliales también pueden proporcionar un modelo in vitro
para la supresion tumoral usando inhibidores angiogénicos, asi como un modelo in vitro para vasculitis,
hipersensibilidad y trastornos de coagulacion. Con el uso de estas células endoteliales cultivadas y
procedimientos de rastreo rapidos conocidos por los expertos en la técnica, se pueden rastrear miles de
compuesto terapéuticos potencialmente Utiles de una forma mas oportuna y rentable.

10. Células hematopoyéticas: Las MASC se pueden diferenciar en células hematopoyéticas. Por lo tanto, las
células de la presente invencion se pueden usar para repoblar la médula dsea después de dosis altas de
quimioterapia. Antes de la quimioterapia, se obtiene un aspirado de médula 6sea del paciente. Se aislan las
células madre por el procedimiento de la presente invencion, y se crecen en cultivo y se inducen para que se
diferencien. Después, se reintroduce una mezcla de células diferenciadas y no diferenciadas en el espacio de la
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médula dsea del paciente. Se estan desarrollando actualmente ensayos clinicos usando células madre
hematopoyéticas con este fin. No obstante, las células madre de la presente invencion proporcionan el beneficio
adicional de una mayor diferenciacion para formar células que pueden reemplazar aquellas dafadas por la
quimioterapia en otros tejidos, asi como en la médula 6sea. Las células hematopoyéticas derivadas de las MASC
se pueden diferenciar ademas para formar células sanguineas que se van a almacenar en bancos de sangre,
aliviando el problema de un suministro limitado de sangre para transfusiones.

11. Células neuroectodérmicas: Se pueden usar células microgliales diferenciadas de MASC para tratar
lesiones de la médula espinal y trastornos neurodegenerativos, tales como enfermedad de Huntington,
enfermedad de Parkinson, esclerosis multiple, y enfermedad de Alzheimer, asi como para reparar los tejidos
dafados durante una enfermedad infecciosa que afecta al sistema nervioso central. También se pueden usar
células microgliales que se han alterado genéticamente para producir citocinas para trasplante para el
tratamiento de enfermedades infecciosas en el sistema nervioso central donde el acceso es limitado debido a la
barrera sangre-cerebro. También se pueden usar células gliales para producir factores de crecimiento o
inhibidores de factores de crecimiento para la regeneracion de tejido nervioso después de apoplejia, como
consecuencia de esclerosis multiple, esclerosis lateral amilotrépica, y cancer cerebral, asi como para
regeneracion después de lesion de la médula espinal. Se pueden usar MASC inducidas para formar
oligodendrocitos y astrocitos, por ejemplo, para trasplante en tejidos desmielinados, especialmente de la médula
espinal, donde operan para mielinar los tejidos nerviosos adyacentes. Se ha demostrado que esta técnica es
eficaz en ratones, usando células madre embrionarias como fuente de precursores de oligodendrocitos y
astrocitos (Brustle, O., y cols., Science (1999) 285: 754-756). Las MASC de la presente invencién muestran el
margen mas amplio de caracteristicas de diferenciacion de células embrionarias, pero proporcionan la ventaja
afiadida de contribucion de células autdlogas para el trasplante.

Las células de la presente invencion se pueden usar en tratamiento de reemplazo celular y/o tratamiento génico
para tratar trastornos neurodegenerativos congénitos o trastornos de almacenamiento tales como, por ejemplo,
mucopolisacaridosis, leucodistrofias (leucodistrofia de células globoides, enfermedad de Canavan), fucosidosis,
gangliosidosis GM2, Niemann-Pick, sindrome de Sanfilippo, enfermedad de Wolman y Tay Sachs. También
pueden usarse para trastornos traumaticos tales como apoplejia, hemorragia en el CNS, y traumatismo en el
CNS; para trastornos del sistema nervioso periférico tales como lesién de la médula espinal o siringomielia; para
trastornos de la retina tales como desprendimiento de retina, degeneracion macular y otros trastornos
degenerativos de la retina, y retinopatia diabética.

12. Células epiteliales ectodérmicas: Ademas, las células epiteliales de la presente invencién también se
pueden usar en tratamiento de reemplazo celular y/o tratamiento génico para tratar o aliviar sintomas de
trastornos cutaneos tales como alopecia, defectos cutaneos tales como heridas por quemaduras y albinismo.

13. Células epiteliales endodérmicas: Las células epiteliales derivadas de las MASC de la presente invencion
se pueden usar en tratamiento de reemplazo celular y/o tratamiento génico para tratar o aliviar los sintomas de
diversas enfermedades de o6rganos. Se pudieron usar las células para tratar o aliviar trastornos hepaticos
congénitos, por ejemplo, trastornos de almacenamiento tales como mucopolisacaridosis, leucodistrofias,
gangliosidosis GM2; incremento de trastornos de bilirrubina, por ejemplo sindrome de Crigler-Najjar; trastornos
de amoniaco tales como errores innatos del ciclo de la urea, por ejemplo deficiencia de ornitina descarboxilasa,
citrulinemia, y argininosuccinico aciduria; errores innatos de aminoacidos y &cidos organicos tales como
fenilcetoinuria, tirosinemia hereditaria, y deficiencia de alfa1-antitripsina; y trastornos de coagulacion, tales como
deficiencia de factor VIII y IX. También se pueden usar las células para tratar trastornos hepaticos adquiridos
debido a infecciones viricas. También se pueden usar las células de la presente invencidon en aplicaciones ex
vivo tales como para generar un higado artificial (parecido a dialisis renal), para producir factores de coagulacién
y para producir proteinas o enzimas generadas por el epitelio hepatico. También se pueden usar estas células
epiteliales de la presente invencién en tratamiento de reemplazo celular y/o tratamiento génico para tratar o
aliviar sintomas de trastornos biliares tales como cirrosis biliar y atresia biliar.

También se pueden usar las células epiteliales de la presente invencion en tratamiento de reemplazo celular y/o
tratamiento génico para tratar o aliviar sintomas de trastornos pancreaticos tales como atresia pancreatica,
inflamaciéon de pancreas y deficiencia de alfa1-antitripsina. Ademas, ya que el epitelio del pancreas se puede
formar a partir de células de la presente invencién, y como se pueden formar células neuronales, se pueden
generar células beta. Estas células se pueden usar para el tratamiento de la diabetes (implante subcutaneo o
implante intrapancreatico o intrahepatico). Ademas, también se pueden usar las células epiteliales de la presente
invencion en tratamiento de reemplazo celular y/o tratamiento génico para tratar o aliviar sintomas de epitelio del
intestino tales como atresia intestinal, trastornos inflamatorios intestinales, infartos intestinales y resercion
intestinal.

14. Modificacion de MASC para asegurar la ausencia de senescencia bajo condiciones de cultivo
inferiores a las 6ptimas:

Aunque las MASC tienen telémeros largos (12 kb) y la longitud del teldomero no es distinta en células de donantes
de distintas edades. Tras el cultivo ex vivo de las MASC, los teldmeros no se acortan durante un periodo de
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tiempo prolongado, es decir, durante 4 meses en cultivo ex vivo (o > de 35 divisiones celulares). Esto puede
mantenerse durante mas tiempo. La telomerasa esta presente en las MASC provenientes de personas de todas
las edades. Cuando las células MASC se cultivan en condiciones confluentes, aparece la senescencia y los
teldbmeros comienzan a acortarse. Dado que una expansion extensiva en cultivos de densidad relativamente alta
puede ser preferible para fines de produccién, comerciales o de otro tipo, las MASC pueden ser
transducidas/transfectadas con un constructo que contenga telomerasa, que evitara la senescencia de las
células. Como estas células podrian usarse después para trasplante in vivo, seria preferible que se eliminara la
telomerasa de la célula antes del trasplante. Esto puede lograrse modificando genéticamente el constructo de
telomerasa de forma que se localice entre dos sitios LoxP. La recombinasa Cre podra entonces escindir la
telomerasa. La Cre puede ser transfectada/transducida en la célula diana usando un segundo vector/plasmido o
como parte del constructo que contiene telomerasa. La Cre puede introducirse en una forma constitutivamente
activa, o como una enzima inducible, por ejemplo, flanqueando la proteina con uno o mas dominios de union a
ligandos mutados del receptor humano de estrégenos (ER) que pueden ser inducido por 4-hidroxitamoxifeno
(OHT), pero no ligandos naturales del ER, o usando un sistema inducible por tetraciclina o rapamacina, u otros
farmacos.

15. Estrategias de trasplante para evitar el rechazo inmunitario:

a.células donantes universales: Las MASC pueden manipularse para que sirvan como células donantes
universales para terapia celular y génica para curar enfermedades genéticas u otras y para reemplazar
enzimas. Aunque las MASC no diferenciadas no expresan antigenos HLA de clase |, HLA de clase |l o beta-
2-microglobulina, algunas progenies diferenciadas expresan al menos antigenos HLA de clase I. Las MACS
puede modificarse para servir como células donantes universales eliminando los antigenos HLA de clase | y
HLA de clase I, y potencialmente introduciendo antigenos los HLA del futuro receptor para evitar que las
células se conviertan en dianas faciles de la destruccion mediada por NK, o se hagan susceptibles de una
replicacién virica ilimitada y/o una transformacion maligna. La eliminacién de los antigenos HLA puede
lograrse por recombinacion homéloga o mediante la introduccién de mutaciones puntuales en la regién del
promotor, o mediante la introduccion de una mutacién puntual en el exén inicial del antigeno para introducir
un coddén de terminacion, tal como con quimeroplastos. La transferencia de antigenos HLA del huésped
puede lograrse mediante transducciodn retrovirica, lentivirica, con virus adenoasociados u otra transduccion
virica, o mediante transfeccion de las células diana con el ADNc de los antigenos HLA. Las MASC pueden
usarse para establecer y fijar una cantidad o un intervalo o nivel dado de una proteina en el organismo o en la
sangre.

b.Trasplante intrauterino para evitar el reconocimiento inmunitario: Las MASC pueden usarse en el marco de
un trasplante intrauterino para corregir anomalias genéticas, o para introducir células que sera toleradas por
el huésped antes del desarrollo del sistema inmunitario. Esta puede ser una manera de fabricar células
humanas en grandes cantidades, tales como la sangre, en animales, o podria usarse como forma de corregir
defectos genéticos en embriones humanos trasplantando células que producen la proteina o la enzima
correcta.

16. Tratamiento génico: Hasta ahora, las células humanas usadas para tratamiento génico se han limitado
esencialmente a células de la médula ésea y epiteliales, porque no se podia extraer otros tipos de células del
organismo, crecerlas en cultivos, alterarlas genéticamente y después reimplantarlas con éxito en el paciente del
que se habia tomado el tejido. (Anderson, W.F., Nature (1998) 392: 30; Anderson, W.F., Scientific American
(1995) 273: 1-5; Anderson, W.F. Science (1992) 256: 808-813) Las MASC de la presente invencion pueden
extraerse y aislarse del organismo, crecerse en cultivo en estado no diferenciado o inducir su diferenciacién en el
cultivo, y alterarse genéticamente usando diversidad de técnicas, especialmente transduccién virica. La
incorporacion y expresion de material genético es demostrable, y la expresién de ADN exdgeno es estable a lo
largo del desarrollo. Los retroviricos y otros vectores para insertar ADN exdgeno en células madre son conocidos
por los expertos en la técnica (Mochizuki, H., y cols., J. Virol (1998) 72(11): 8873-8883; Robbins, P., y cols., J.
Virol. (1997) 71(12): 9466-9474; Bierhuizen, M., y cols., Blood (1997) 90(9): 3304-3315; Douglas, J., y cols.,
Hum. Gene Ther. (1999) 10(6): 935-945; Zhang, G., y cols., Biochem. Biophys. Res. Commun. (1996) 227(3):
707-711). Una vez transducida usando un vector retrovirico, persiste la expresion de la proteina verde
fluorescente potenciada (eGFP) en células musculares, del endotelio y células positivas para c-Kit totalmente
diferenciadas derivadas de las MASC aisladas, demostrando que la expresidon de vectores retroviricos
introducidos en MASC persiste a lo largo de la diferenciacion. La diferenciacion total se indujo a partir de cultivos
iniciados con 10 células eGFP" previamente transducidas mediante un vector retrovirico y escogidas en las
primeras semanas del periodo inicial de cultivo de las MASC.

Las células madre hematopoyéticas, a pesar de tener un potencial de diferenciacion limitado, han demostrado
utilidad para tratamiento génico (véase Kohn, D. B., Curr. Opin. Pediatr. (1995) 7: 56-63). Las células de la presente
invencion proporcionan un intervalo mas amplio de tipos de células diferenciadas que pueden mantener ADN
transducido o transfectado cuando se diferencian totalmente, como demuestra el hecho de que las células
musculares, del endotelio y células positivas para c-Kit totalmente diferenciadas mantuvieran la expresion de la
proteina verde fluorescente potenciada a pesar de que el vector retrovirico habia sido introducido en la célula madre
no diferenciada.
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Asimismo, las MASC de la presente invencion proporcionan otras ventajas sobre las células madre hematopoyéticas
para tratamiento génico. Las células madre de la presente invencidon son relativamente faciles de aislar de los
aspirados de médula ésea obtenidos bajo anestesia local, faciles de expandir en cultivo, y faciles de transfectar con
genes exdgenos. Cantidades adecuadas de células madre hematopoyéticas para el mismo fin deben aislarse a partir
de al menos un litro de médula y las células son dificiles de expandir en cultivo (véase Prockop, D. J., Science
(1997) 276: 71-74).

Los genes candidatos para tratamiento génico incluyen, por ejemplo, genes que codifican la apolipoproteina E (que
se ha relacionado con riesgo de enfermedad de Alzheimer y enfermedad cardiovascular). MTHFR (algunas de cuyas
variantes se han asociado con niveles elevados de homocisteina y riesgo de apoplejia), factor V (que se ha
relacionado con riesgo de trombosis), ACE (algunas de cuyas variantes se han relacionado con riesgo de
cardiopatia), CKR-5 (que se ha asociado con resistencia al VIH), HPRT (hipoxantina-guanina fosforribosil
transferasa, cuya ausencia tiene como consecuencia la enfermedad de Lesch-Nyhan) PNP (fosforilasa de
nucledsidos de purina, cuya ausencia tiene como consecuencia la enfermedad de inmunodeficiencia grave), ADA
(adenosina desaminasa, cuya ausencia tiene como consecuencia la enfermedad de inmunodeficiencia combinada
grave), p21 (que se ha propuesto como gen candidato para el tratamiento de la ataxia telangiectasia), p47 (cuya
ausencia se relaciona con la falta de actividad oxidasa en neutréfilos de pacientes con enfermedad granulomatosa
cronica, numeros de acceso de GenBank M55067 y M38755), Rb (el gen de susceptibilidad del retinoblastoma
asociado con la formacion de tumores, numero de acceso de GenBank M15400), KVLQT1 (una proteina canal de
potasio, con formas aberrantes asociadas con arritmias cardiacas, nimero de acceso de GenBank U40990), el gen
de la distrofina (asociado con la distrofia muscular de Duchenne, nimeros de acceso en GenBank M18533, M17154
y Mol 8026), CFTR (el regulador de la conductancia transmembranar asociado con la fibrosis quistica, numero de
acceso de GenBank M28668), fosfatidilinositol-3-cinasa (asociadas con ataxia-telangiectasia, nimero de acceso de
GenBank U16455) y VHL (la pérdida o mutacién de la proteina se asocia con la enfermedad de Von-Hippel Lindau):
Latif, F., y cols., Science (1993) 260: 1317-1320). Otras enfermedades que puede tratarse eficazmente usando estas
células alteradas genéticamente incluyen, la deficiencia de Factor IX, la deficiencia de adenosina desaminasa
(asociada con la enfermedad de inmunodeficiencia combinada grave, o SCIDS), y la diabetes, y deficiencias en
glucocerebrosidasa, a-iduronidasa.

Estos genes novedosos pueden dirigirse mediante un promotor inducible de forma que se puedan regular los niveles
de enzimas. Estos sistemas de promotor inducible pueden incluir un dominio de unién a ligando mutado del receptor
de estrogenos humano (ER) unido a la proteinas que se va a producir. Esto requeriria que el individuo ingiriera
tamoxifeno para permitir la expresién de la proteina. Otras alternativas son sistemas activados o inactivados por
tetraciclina, RU486, y sistemas inducibles por rapamicina. Un procedimiento adicional para obtener una expresion
relativamente selectiva es usar promotores especificos de tejido. Por ejemplo en el cerebro, puede introducirse un
transgén dirigido por el promotor de la enolasa especifica de neurona (Ad-NSE) o el promotor de la proteina acida
fibrilar glial (GFAP), que permitira la expresion casi exclusiva en tejido cerebral. Andlogamente, la expresion sélo
endotelial puede obtenerse usando el promotor Tec o el promotor de la VE-cadherina.

Las MASC genéticamente alteradas pueden introducirse localmente o infundirse sistémicamente. Las células madre
humanas con potencial de diferenciacion mas limitado, cuando se transfectan con un gen para el factor IX, secretan
la proteina durante al menos 8 semanas después de la infusion sistémica en ratones SCID. (Keating, A., y cols.,
Blood (1996) 88: 3921.) Las MASC de la presente invencion, al tener un potencial de diferenciacion mas amplio que
cualquier célula madre no embrionaria descrita hasta el momento, proporcionan una ventaja afadida para la
administracion sistémica o local, porque pueden migrar a diversidad de tejidos, donde las citocinas, factores de
crecimiento y otros factores inducen la diferenciacién de la célula. La célula diferencias, que es parte ahora del tejido
circundante, mantiene su capacidad de producir la proteina producto del gen introducido.

En la enfermedad de Parkinson, por ejemplo, los ensayos clinicos han mostrado que las neuronas dopaminérgicas
del mesencéfalo obtenidas a partir de cadaveres de embriones humanos pueden sobrevivir y funcionar en los
cerebros de pacientes con enfermedad de Parkinson. Los escaneres PET han indicado que la incorporacion de
[18F]fluorodopamina en el area alrededor del injerto celular estd aumentada después del trasplante, y permanece asi
durante al menos seis afios en algunos pacientes. (Véase Dunnett, S. y A. Bjorklund, Nature (1999) 399 (Suppl.)
A32-A-39; Lindvall, O., Nature Biotech. (1999) 17: 635-636; Wagner, J., y cols., Nature Biotech. (1999) 17: 653-659.)
A diferencia de las células embrionarias, las MASC aisladas como se describe en la presente invencion proporcionan
un suministro facil de células para trasplante, ademas de mantener el potencial de diferenciacion que convierte la
terapia de trasplante de células embrionarias en una alternativa atractiva para el tratamiento de enfermedades.

Para el tratamiento del SIDA, las MASC de la presente invenciéon pueden modificarse genéticamente para producir
Rev M10, un mutante transdominante negativo de Rev que bloquea la funcién de una Rev de tipo salvaje producida
en células infectadas con VIH. (Bevec, D. y cols., Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. (1992) 89: 9870-9874; Ranga, U., y
cols., Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. (1998) 95(3): 1201-1206.) Una vez inducida la diferenciacion a células de linaje
hematopoyeético e introducidas en el paciente, las MASC repueblan el suministro de células T reducido del paciente
infectado con VIH. Dado que las células genéticamente alteradas poseen el mutante Rev M10, seran resistentes a
los efectos letales de la infeccidn por la mayoria de las cepas de VIH.

Las MASC genéticamente alteradas también pueden encapsularse en un vehiculo inerte para permitir que las
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células se protejan del sistema inmunitario del huésped mientras producen la proteina secretada. Las técnicas de
microencapsulacion de células son conocidas por los expertos en la técnica (véase, por ejemplo, Chang, P., y cols.,
Trends in Biotech. (1999) 17(2): 78-83). Los materiales para la microencapsulacién de células incluyen, por ejemplo,
capsulas de polimeros, microcapsulas de alginato-poli-L-lisina-alginato, capsulas de poli-L-lisina alginato con bario,
capsulas de alginato con bario, fibras huecas de poliacrilonitrilo/polivinilcloruro (PAN/PVC), y fibras huecas de
poliétersulfona (PES). La patente de EE. UU. N.° 5.639.275 (Baetge, E., y cols.), por ejemplo, describe dispositivos y
procedimientos mejorados para la expresion estable a largo plazo de una molécula biolégicamente activa usando
una capsula biocompatible que contenga células genéticamente modificadas. Tales capsulas inmunoaislantes
biocompatibles, en combinacién con las MASC de la presente invencion, proporcionan un procedimiento para tratar
diversos trastornos fisioldgicos, incluidos, por ejemplo, la diabetes y la enfermedad de Parkinson.

En el paciente diabético, por ejemplo, las células madre heterélogas que han sido alteradas genéticamente para
producir insulina a niveles fisioldgicamente terapéuticos pueden encapsularse para que se liberen en los tejidos del
paciente. Alternativamente, las células madre autélogas pueden obtenerse a partir del aspirado de la médula 6sea
del paciente para la transduccion con un vector retrovirico como se describié anteriormente. Una vez alteradas
genéticamente para producir niveles fisioldgicamente terapéuticos de insulina, estas células pueden encapsularse
como lo describen Chang o Baetge e introducirse en los tejidos del paciente, donde siguen produciendo insulina
durante periodos de tiempo prolongados.

Otra ventaja de la microencapsulacion de células de la presente invencién es la oportunidad de incorporar en la
microcapsula diversas células, produciendo cada una una molécula biolégicamente terapéutica. Puede inducirse la
diferenciacion de las MASC de la presente invencién a mudltiples linajes diversos, cada uno de los cuales puede
alterarse genéticamente para producir niveles terapéuticamente efectivos de moléculas biolégicamente activas. Las
MASC que portan los diferentes elementos genéticos pueden encapsularse juntas para producir varias moléculas
bioldgicamente activas.

Las MASC de la presente invencion pueden alterarse genéticamente ex vivo, eliminando una de las barreras mas
significativas para el tratamiento génico. Por ejemplo, se obtiene el aspirado de la médula 6sea de un sujeto, y se
aislan las MASC a partir del aspirado. Las MASC se alteran entonces genéticamente para que expresen uno 0 mas
productos génicos deseados. Las MASC pueden evaluarse o seleccionarse entonces ex vivo para identificar
aquellas células que se han alterado con éxito, y estas células pueden reintroducirse en el sujeto, localmente o
sistémicamente. Alternativamente, las MASC pueden alterarse genéticamente y cultivarse para inducir la
diferenciacion para que formen un linaje celular especifico para trasplante. En cualquier caso, las MASC
trasplantadas proporcionan una fuente transfectada de forma estable que puede expresar un producto génico
deseado. Especialmente cuando el propio aspirado de la médula ésea del paciente es la fuente de las MASC, este
procedimiento proporciona un procedimiento inmunolégicamente seguro para producir células para trasplante. El
procedimiento puede usarse para el tratamiento de diabetes, miopatia cardiaca, enfermedad neurodegenerativa y
deficiencia de adenosina desaminasa, por citar algunas de una multitud de ejemplos. En la diabetes, por ejemplo, las
MASC pueden aislarse, alterarse genéticamente para que produzcan insulina, y después trasplantarse en el
paciente que padece la enfermedad. Cuando la enfermedad esta asociada con autoinmunidad, las MASC pueden
alterarse genéticamente para que expresen un MHC alterado o que no expresen MHC con el fin de evitar la
vigilancia inmunitaria. La supresion de la expresiéon del MHC en células de islotes pancreaticos trasplantadas se ha
realizado con éxito usando un vector adenovirico que expresa la region E3 del genoma virico. Las células de la
presente invencion pueden transfectarse o inducirse de forma estable, como han demostrado los inventores, y
pueden, por lo tanto, proporcionar una fuente mas permanente de insulina para trasplante en un paciente diabético.

Las MASC donantes, particularmente si estan genéticamente alteradas para alterar la expresion del MHC, y las
MASC autdlogas, si estan genéticamente alteradas para que expresen los productos génicos de la hemoglobina
deseados, pueden ser especialmente efectivas en terapia celular para el tratamiento de la anemia de células
falciformes y la talasemia.

Procedimientos para alterar genéticamente las MASC

Las células aisladas mediante el procedimiento descrito en el presente documento pueden modificarse
genéticamente introduciendo ADN o ARN en las células mediante diversidad de procedimientos conocidos por los
expertos en la técnica. Estos procedimientos se agrupan generalmente en cuatro categorias principales: (1)
transferencia virica, incluyendo el uso de vectores viricos de ADN o ARN, tales como retrovirus (incluyendo
lentivirus), virus del simio 40 (SV40), adenovirus, virus Sindbis, y virus del papiloma bovino, por ejemplo; (2)
transferencia quimica, incluyendo procedimientos de transfeccién con fosfato de calcio y transfeccion con DEAE
dextrano; (3) transferencia de fusién de membrana, usando vesiculas membranosas cargadas con ADN tales como
liposomas, glébulos rojos fantasmas, y protoplastos, por ejemplo; y (4) técnicas de transferencia fisica, tales como
microinyeccion, electroporacion, o transferencia directa de ADN "desnudo". Las MASC pueden alterarse
genéticamente mediante insercion de ADN aislado preseleccionado, por sustitucion de un segmento del genoma
celular con ADN aislado preseleccionado, o por delecion de o inactivacion de al menos una parte del genoma celular
de la célula. Las delecién o inactivacion de al menos una parte del genoma celular puede lograrse por diversidad de
medios, incluidos, pero sin limitarse a ellos, recombinacién genética, tecnologia antisentido (que puede incluir el uso
de acidos nucleicos peptidicos, o PNA), o por tecnologia de ribozimas, por ejemplo. La insercién de una o mas
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secuencias de ADN preseleccionadas puede lograrse por recombinacion homéloga o por integracion virica en el
genoma de la célula huésped. La secuencia del gen deseado también puede incorporarse en la células,
concretamente en su nucleo, usando un vector de expresion plasmidico y una secuencia de localizacién nuclear. Los
procedimientos para dirigir polinucleétidos al nucleo se han descrito en la técnica. El material genético puede
introducirse usando promotores que permitiran la induccién positiva o negativa del gen de interés usando
determinados compuestos quimicos/farmacos, que se eliminan después de la administracion de un determinado
farmaco/compuesto quimico, o pueden marcarse para permitir la induccién por compuestos quimicos (incluyendo el
receptor de estrégeno mutado que responde a tamoxifeno, pero sin limitarse a él) de la expresidon en compartimentos
celulares especificos (incluida la membrana celular, pero sin limitarse a ella).

Recombinaciéon homdéloga

La transfeccidn con fosfato de calcio, que se basa en precipitados de ADN plasmidico/iones de calcio, puede usarse
para introducir ADN plasmidico que contenga un gen o un polinucleétido diana en MASC aisladas o cultivadas. En
resumen, el ADN plasmidico se mezcla en una disolucion de cloruro de calcio, que se afade después a una
disolucion que se ha tamponado con fosfato. Una vez que se ha formado el precipitado, la disoluciéon se anade
directamente a células cultivadas. El tratamiento con DMSO o glicerol puede usarse para mejorar la eficiencia de la
transfeccion, y los niveles de transfectantes estables pueden mejorarse usando etanosulfonato de bis-
hidroxietilamino (BES). Los sistemas de transfeccion con fosfato de calcio estan comercialmente disponibles (por
ejemplo , ProFection ® de Promega Corp., Madison, WI).

La transfeccion con DEAE-dextrano, que también se conoce por los expertos en la técnica, puede preferirse por
encima de la transfeccidon con fosfato de calcio cuando se desee la transfeccion transitoria, ya que frecuentemente
es mas eficiente.

Dado que las células de la presente invencién son células aisladas, la microinyeccion puede ser particularmente
efectiva para transferir material genético en las células. En resumen, se colocan las células en la platina de un
microscopio 6ptico. Con la ayuda del aumento proporcionado por el microscopio, se guia una micropipeta de vidrio
hacia el interior del nucleo para inyectar ADN o ARN. Este procedimiento es ventajoso porque permite el suministro
del material genético deseado directamente al nucleo, evitando la degradacion tanto citoplasmica como lisosémica
del polinucleétido inyectado. Este técnica se ha empleado de forma eficaz para lograr una modificacion de la linea
germinal en animales transgénicos.

Las células de la presente invencién también pueden modificarse genéticamente usando electroporacion. EI ADN o
ARN diana se afiade a una suspension de células cultivadas. La suspensién de ADN/ARN-células se coloca entre
dos electrodos y se somete a un pulso eléctrico, provocando una permeabilidad transitoria en la membrana celular
externa que se manifiesta con la aparicion de poros a través de la membrana. El polinucleétido diana entra en la
célula a través de los poros abiertos de la membrana, y cuando el campo eléctrico se hace discontinuo, los poros se
cierran en aproximadamente de uno a 30 minutos.

El suministro liposomial del ADN o ARN para modificar genéticamente las células puede realizarse usando
liposomas catidnicos, que forman un complejo estable con el polinucleétido. Para la estabilizacion del complejo de
liposoma, pueden afiadirse dioleoil fosfatidiletanolamina (DOPE) o dioleoil fosfatidilcolina (DOPC). Un reactivo
recomendado para transferencia liposomial es Lipofectin® (Life Technologies, Inc.), que estd comercialmente
disponible. El Lipofectin®, por ejemplo, es una mezcla de los lipidos catiénicos N-[1-(2,3-dioleiloxi)propil]-N-N-N-
trimetilcloruro de amonio y DOPE. El suministro de ADN lineal, ADN plasmidico o ARN puede lograrse tanto in vitro
como in vivo usando la administracion liposomial, que puede ser un procedimiento preferido debido al hecho de que
los liposomas pueden transportar porciones grandes de ADN, generalmente pueden proteger el polinucleétido de la
degradacion y pueden dirigirse hacia células o tejidos especificos. Numerosos sistemas de suministro diferentes que
basados en tecnologia de liposomas estan también comercialmente disponibles, incluidos Effectene™ (Qiagen),
DOTAP (Roche Molecular Biochemicals), FuGene 6™ (Roche Molecular Biochemicals), y Transfectam® (Promega).
La eficiencia de la trasferencia génica mediada por lipidos catidnicos puede potenciarse incorporando componentes
purificados de envoltura virica o celular, tales como la glicoproteina G purificada de la envuelta del virus de la
estomatitis vesicular (VSV-G), del procedimiento de Abe, A., y cols. (J. Virol. (1998) 72: 6159-6163).

Las técnicas de transferencia génica que se han mostrado efectivas para el suministro de ADN en lineas celulares
de mamiferos primarias y establecidas usando ADN recubierto con lipopoliamina pueden emplearse para introducir
AND diana en MASC. Esta técnica se describe de forma general por Loeffler, J. y Behr, J., Methods in Enzymology
(1993) 217: 599-618.

El ADN plasmidico desnudo puede inyectarse directamente en una masa de tejido formada de células diferenciadas
a partir de las MASC aisladas. Esta técnica se ha mostrado efectiva para transferir ADN plasmidico a tejido
musculoesquelético, donde la expresion en musculo esquelético de ratdon se ha observado durante mas de 19 meses
después de una sola inyeccién intramuscular. Las células que se dividen mas rapido incorporan el ADN plasmidico
desnudo de forma mas eficiente. Por tanto, es ventajoso estimular la division celular antes del tratamiento con ADN
plasmidico.
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También puede usarse la transferencia génica por microproyectiles para transferir genes en las MASC, tanto in vitro
como in vivo. El procedimiento basico para la transferencia génica por microproyectiles fue descrita por J. Wolff en
Gene Therapeutics (1994) en la pagina 195. En resumen, el ADN plasmidico que codifica un gen diana esta
recubriendo microesferas, normalmente particulas de oro o volframio con un tamafio de 1-3 micras. Las particulas
recubiertas se colocan sobre una lamina transportadora por encima de una camara de descarga. Una vez aplicada la
descarga, la ldamina transportadora se acelera hacia una pantalla de contencién. La pantalla de contencién forma una
barrera que detiene el movimiento adicional de la lamina transportadora, al mismo tiempo que permite la propulsion
de las particulas recubiertas de polinucleétidos, normalmente mediante una corriente de helio, hacia una superficie
diana, tal como una masa de tejido formada de MASC diferenciadas. Las técnicas de inyeccion de microparticulas se
han descrito anteriormente, y los procedimiento son conocidos por los expertos en la técnica (véase Johnston, S.A.,
y cols., Genet. Eng. (NY) (1993) 15: 225-236; Williams, R.S., y cols., Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. (1991) 88: 2726-
2730; Yang, N.S., y cols., Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. (1990) 87: 9568-9572).

Pueden unirse péptidos sefiale al ADN plasmidico, como describen Sebestyen, y cols. (Nature Biotech. (1998) 16:
80-85), para dirigir el AND hacia el nucleo para una expresion mas eficiente.

Los vectores viricos se usan para alterar genéticamente las MASC de la presente invencion y su progenie. Los
vectores viricos se usan, como lo son los procedimientos fisicos anteriormente descritos, para suministrar uno o mas
genes, polinucledtidos, moléculas antisentido o secuencias de ribozima diana, por ejemplo, a las células. Los
vectores viricos y procedimiento para usarlos para suministrar ADN a las células son bien conocidos por los expertos
en la técnica. Los ejemplo de vectores viricos que pueden usarse para alterar genéticamente las células de la
presente invencién incluyen, pero sin limitarse a ellos, vectores adenoviricos, vectores viricos adenoasociados,
vectores retroviricos (incluidos vectores lentiviricos), vectores alfaviricos (por ejemplo, vectores Sindbis), y vectores
de virus del herpes.

Los vectores retroviricos son efectivos para transducir células que se dividen rapidamente, aunque también se han
desarrollado diversidad de vectores retroviricos para transferir ADN de forma efectiva en células que no se dividen
(Mochizuki, H., y cols., J. Virol. (1998) 72: 8873-8883). Las lineas celulares de empaquetamiento para vectores
retroviricos son conocidas por los expertos en la técnica. Las lineas celulares de empaquetamiento proporcionan las
proteinas viricas requeridas para la produccion de la capsida y la maduracion de los viriones del vector virico.
Generalmente, éstas incluyen los genes retroviricos gag, pol, y env. Se escoge una linea celular de
empaquetamiento adecuada de entre las lineas celulares conocidas para producir un vectores retrovirico que se
ecotropico, xenotrépico o anfotrépico, proporcionando un grado de especificidad para los sistemas de vectores
retroviricos.

Generalmente, se usa un vector de ADN retrovirico con la linea celular de empaquetamiento para producir la
combinacion de secuencial/vector diana deseada dentro de las células. En resumen, un vector de ADN retrovirico es
un ADN plasmidico que contiene dos LTR retroviricas situadas en torno a un sitio de multiclonacion y un promotor de
SV40, de forma que una primera LTR se localiza en 5 respecto del promotor de SV40, que esta unido de forma
operable a una secuencia génica diana clonada en el sitio de multiclonacién, seguido de una segunda LTR en 3. Una
vez formado, el vector de ADN retrovirico puede transferirse en la linea celular de empaquetamiento usando
transfeccion con fosfato de calcio, como se ha descrito anteriormente. Después de aproximadamente 48 horas de
produccién de virus, el vector virico, que contiene ahora la secuencia génica diana, se recoge.

El direccionamiento de vectores retroviricos hacia tipos celulares especificos fue demostrado por Martin, F., y cols.,
(J. Virol (1999) 73: 6923-6929), quien uso fragmentos variables de anticuerpo de cadena sencilla dirigidos contra la
glicoproteina de superficie antigeno de alto peso molecular asociado a melanoma unido a la envoltura del virus de la
leucemia murina para dirigir el vector para suministrar el gen diana a las células de melanoma. Cuando se desee un
suministro dirigido, como, por ejemplo, cuando las células diferenciadas sean los objetivos deseados para la
alteracion genética, pueden usarse los vectores retroviricos unidos a fragmentos de anticuerpos dirigidos a los
marcadores especificos expresados por cada linaje celular diferenciado a partir de las MSC de la presente invencion
para el suministro a esas células.

También se usan los vectores lentiviricos para alterar genéticamente células de la invencion. Muchos de tales
vectores se han descrito en la bibliografia y son conocidos por los expertos en la técnica. Salmons, B. y Gunzburg,
W.H., "Targeting of Retroviral Vectors for Gene Therapy," Hum. Gene Therapy (1993) 4: 129-141. Estos vectores
han sido efectivos para alterar genéticamente células madre hematopoyéticas humanas (Sutton, R., y cols., J. Virol.
(1998) 72: 5781-5788). Se han descrito lineas celulares de empaquetamiento para vectores lentiviricos (véase Kafri,
T., y cols., J. Virol. (1999) 73: 576-584; Dull, T., y cols., J. Virol. (1998) 72: 8463-8471).

Se han usado con éxito virus del herpes recombinantes, tales como el virus herpes simplex de tipo | (HSV-1) para
dirigir el suministro de ADN a células que expresan el receptor de eritropoyetina (Laquerre, S., y cols., J. Virol. (1998)
72: 9683-9697). Estos vectores también pueden emplearse para alterar genéticamente las células de la presente
invencion, las cuales los inventores han demostrado que se transducen de forma estable mediante vectores viricos.

Los vectores adenoviricos tienen una eficiencia de transduccion elevada, pueden incorporar insertos de ADN de
hasta 8 Kb y pueden infectar tanto células que se estan dividiendo como diferenciadas. Se han descrito diversidad
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de vectores adenoviricos en la bibliografia y son conocidos por los expertos en la técnica (véase, por ejemplo,
Davidson, B.L., y cols., Nature Genetics (1993) 3: 219-223; Wagner, E., y cols., Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU.
(1992)89: 6099-6103). Los procedimientos para insertar ADN diana en un vector adenovirico son conocidos por lo
expertos en la técnica del tratamiento génico, ya que son procedimiento para usar vectores adenoviricos
recombinantes para introducir ADN diana en tipos celulares especificos (véase Wold, W., Adenovirus Methods and
Protocols, Humana Methods in Molecular Medicine (1998), Blackwell Science, Ltd.). La afinidad de unién por ciertos
tipos celulares se ha demostrado por modificacion de la secuencia de la fibra del vector virico. Se han descrito
sistemas de vectores adenoviricos que permiten la expresion proteica regulada en transferencia génica (Molin, M., y
cols., J. Virol. (1998) 72: 8358-8361). También se ha descrito un sistema para propagar vectores adenoviricos con
especificidades de receptor modificadas genéticamente para proporcionar un direccionamiento transduccional hacia
tipos celulares especificos (Douglas, J. y cols., Nature Biotech. (1999) 17: 470-475). Vectores adenoviricos ovinos
recientemente descritos incluso dirigen el potencial de interferencia con la transferencia génica exitosa mediante
inmunidad humoral preexistente (Hofmann, C., y cols., J. Virol. (1999) 73: 6930-6936).

También estan disponibles vectores adenoviricos que proporcionan transferencia génica dirigida y expresion génica
estable usando vectores conjugados moleculares, construidos condensando ADN plasmidico que contiene el gen
diana con polilisina, con la polilisina unida a un adenovirus incapaz de duplicarse. (Schwarzenberger, P., y cols., J.
Virol. (1997) 71: 8563-8571.)

Los vectores alfaviricos, concretamente los vectores de virus Sindbis, también estan disponibles para transducir las
células de la presente invencion. Estos vectores estan comercialmente disponibles (Invitrogen, Carlsbad, CA), y se
han descrito, por ejemplo, en la patente de EE. UU N.° 5.843.723, asi como por Xiong, C. y cols., Science (1989)
243: 1188-1191; Bredenbeek, P.J., y cols., J. Virol. (1993) 67: 6439-6446; y Frolov, I., y cols., Proc. Natl. Acad. Sci.
EE. UU. (1996) 93: 11371-11377.

Los inventores han mostrado que las MASC poseen un buen potencial de transduccion usando el vector lentivirico
eGFP-MND descrito por Robbins, y cols. (J. Virol. (1997) 71(12): 9466-9474) y el vector eGFP-MGF. usando este
procedimiento, pueden transducirse el 30-50 % de las MASC después de una exposicion corta de 4,6 horas a un
vector de proteina verde fluorescente potenciada (eGFP) que contenga sobrenadantes producidos en células de
empaquetamiento PA3-17 (una linea celular de empaquetamiento anfotrépica derivada de fibroblastos NIH 3T3 y
descrita por Miller, A.D., y Buttimore en Mol, Cell. Biol. (1986) 6: 2895-2902), combinada con protamina (8 mg/ml).
Las expresion de eGFP se mantiene a lo largo del cultivo de MASC no diferenciadas. Ademas, la transfeccion
usando lipofectamina se ha empleado con éxito para introducir transgenes en MAPC.

La transfeccidn o transduccion exitosa de células diana puede demostrarse usando marcadores genéticos, en una
técnica conocida por los expertos en la técnica. La proteina verde fluorescente de Aequorea victoria, por ejemplo, se
ha mostrado como marcador efectivo para identificar y seguir el rastro genético de células hematopoyéticas
genéticamente modificadas (Persons, D., y cols., Nature Medicine (1998) 4: 1201-1205). Los marcadores
alternativos que pueden seleccionarse incluyen el gen B-Gal, el receptor truncado del factor de crecimiento nervioso,
marcadores que pueden seleccionarse por farmacos (incluidos, pero sin limitarse a ellos, NEO, MTX, higromicina).

17. Las MASC son utiles para la reparacion tisular: Las células madre de la presente invencion también pueden
usarse para la reparacion tisular. Los inventores han demostrado que las MASC de la presente invencién se
diferencian para formar diversidad de tipos celulares, incluidos fibroblastos, osteoblastos, condrocitos, adipocitos,
musculo esquelético, endotelio, células estromales, musculo liso, musculo cardiaco y células hematopoyéticas. Por
ejemplo, las MASC inducidas para diferenciarse a osteoblastos, por el procedimiento descrito anteriormente en el
presente documento, pueden implantarse en hueso para potenciar el proceso de reparacion, para reforzar hueso
debilitado, o para renovar la superficie de articulaciones. Las MASC inducidas para diferenciarse a condrocitos, por
el procedimiento descrito anteriormente, pueden inyectarse en articulaciones para renovar la superficie de cartilago
de la articulaciéon. Caplan, y cols. (patente de EE. UU. 5.855.619) describen un implante de matriz biolégica que
incluye una matriz de gel contraida en la que se han incorporado células madre mesenquimales. El implante esta
disefiado para la reparacion de un defecto tisular, especialmente para dafios en tenddn, ligamento, menisco o
musculo. El cartilago, por ejemplo, puede formarse por la adicion de condrocitos en el area inmediatamente
circundante a un armazoén tridimensional poroso hecho, por ejemplo, de colageno, fibras acidas poliglicélicas
sintéticas, o fibras polilacticas sintéticas. Los inventores han demostrado que las MASC de la presente invencion se
diferencia para formas condrocitos, por ejemplo, que pueden depositarse en y alrededor de un material de armazén
de colageno, poliglicdlico sintético o polilactico sintético u otro para proporcionar un implante para facilitar la
reparacion tisular.

También se usan matrices para suministrar células de la presente invencién a sitios anatdomicos especificos, donde
factores de crecimiento concretos incorporados en la matriz, o codificados en plasmidos incorporados en la matriz
para que los incorporen las células, pueden usarse para dirigir el crecimiento de la poblacion celular inicial. EI ADN
puede incorporarse en los poros de la matriz, por ejemplo, durante el proceso de espumado usado en la formacion
de determinadas matrices poliméricas. A medida que el polimero usado en el proceso de espumado se expande,
atrapa al ADN dentro de los poros, permitiendo la liberacion controlada y mantenida del ADN plasmidico. Un
procedimiento de este tipo de preparacién de una matriz lo describen Shea, y cols., en Nature Biotechnology (1999)
17: 551-554.
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El ADN plasmidico que codifica citocinas, factores de crecimiento u hormonas puede atraparse dentro de un
transportador de matriz polimérico activado por genes, como lo describen Bonadio, J., y cols., Nature Medicine
(1999) 5: 753-759. El polimero biodegradable se implanta después cerca de un hueso roto, por ejemplo, donde se
implantan las MASC e incorporan el ADN, que hace que las MASC produzcan una elevada concentracién local de la
citocina, el factor de crecimiento o la hormona, acelerando la curacion del tejido dafiado.

Las células proporcionadas por la presente invencion, o las MASC aisladas por el procedimiento descrito en la
presente solicitud, pueden usarse para producir tejidos u 6rganos para trasplantes. Oberpenning, y cols. (Nature
Biotechnology (1999) 17: 149-155) informaron sobre la formacion de una vejiga funcional mediante el cultivo de
células musculares del exterior de una vejiga canina y células de la tunica interna del interior de una vejiga canina, la
preparacion de tejido a partir de estos cultivos, y el recubrimiento de una pequefia esfera polimérica con células
musculares en el exterior y células de la tunica interna en el interior. La esfera se insert6 después en el aparato
urinario de un perro, donde comenzé a funcionar como una vejiga. Nicklason, y cols., Science (1999) 284: 489-493,
informaron sobre la producciéon de extensiones de material de injerto vascular a partir de cultivos de musculo liso y
células endoteliales. Otros procedimientos para formar capas de tejido a partir de células cultivadas son conocidos
por por expertos en la técnica (véase, por ejemplo, Vacanti, y cols., patente de EE. UU. N.° 5.855.610). Estos
procedimientos pueden ser especialmente efectivos cuando se usan en combinacién con células de la presente
invencion, que tienen un margen de diferenciacion mas amplio que cualquiera de las células madre no embrionarias
anteriormente descritas.

Las MASC de la presente invencién pueden usarse para repoblar células de musculo cardiaco por inyeccién directa
en el area de dafio tisular o mediante inyeccion sistémica, permitiendo que las células se dirijan hacia los tejidos
cardiacos. Este procedimiento puede ser particularmente efectivo si se combina con angiogénesis. Tanto los
procedimientos de inyeccion como los procedimientos para promover la angiogénesis son conocidos por los
expertos en la técnica. Las MASC de la presente invencién proporcionan un margen de diferenciaciéon mas amplio
para proporcionar una fuente de células mas variada para la reparacion de tejido cardiaco o de otro tipo usando
estas técnicas.

Las MASC de la presente invencion también son Uutiles, por ejemplo, para el fin de repoblar la médula 6sea tras una
quimioterapia con dosis elevadas. Antes de la quimioterapia, se obtiene un aspirado de médula ésea del paciente.
Se aislan las células madre por el procedimiento de la presente invencion, y se crecen en cultivo y se inducen para
que se diferencien. Se reintroduce entonces una mezcla de células diferenciadas y no diferenciadas en el especio de
la médula dsea del paciente. Se estan desarrollando actualmente ensayos clinicos usando células madre
hematopoyéticas con este fin. No obstante, las MASC de la presente invencion proporcionan el beneficio adicional
de una mayor diferenciacién para formar células que pueden reemplazar aquellas dafadas por la quimioterapia en
otros tejidos, asi como en la médula ésea.

Alternativamente, el procedimiento descrito por Lawman, y cols. (documento WO 98/42838) puede usarse para
cambiar el antigeno de histocompatibilidad de células madre de un donante o donantes alogénicos. Usando este
procedimiento, pueden generarse grupos de trasplantes de médula ésea disponibles para la preparacion de
disoluciones congeladas, almacenamiento y administracién a pacientes que no son capaces, como en pacientes con
leucemia, por ejemplo, de proporcionar su propia médula ésea para la reconstitucion.

La repoblacion de las células del sistema inmunitario de un paciente puede lograrse, por ejemplo, aislando células
madre autdlogas del paciente, cultivando esas células para expandir la poblacion y reintroduciendo después las
células en el paciente. Este procedimiento puede ser particularmente efectivo cuando las células del sistema
inmunitario o de la médula ésea se hayan eliminado por radiacion y/o quimioterapia con fines terapéuticos, tal como
en el caso, por ejemplo, de pacientes diagnosticados de mieloma multiple, linfoma no Hodgkin, enfermedad
autoinmunitaria o canceres con tumores solidos.

Para el tratamiento de leucemias, enfermedad autoinmunitaria o enfermedades genéticas tales como anemia de
células falciformes o talasemia, puede realizarse la repoblacién de las células sanguineas o del sistema inmunitario
del paciente con células alogénicas de la presente invencion, o aisladas por el procedimiento de la presente
invencioén, particularmente cuando el antigeno de histocompatibilidad se ha alterado de la forma descrita por
Lawman, y cols. (WO 98/42838).

Para los fines descritos en el presente documento, pueden administrarse tanto las MASC autélogas como alogénicas
de la presente invencion a un paciente, tanto en forma diferenciada como no diferenciada, genéticamente alteradas
0 no alteradas, mediante inyeccion directa en un sitio tisular, sistémicamente o en torno a la superficie de una matriz
aceptable, o en combinacion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

19. Las MASC proporcionan un sistema modelo para estudiar las vias de diferenciacion: Las células de la
presente invencién también son utiles para la investigacion adicional en procesos de desarrollo. Ruley, y cols.
(documento WO 98/40468), por ejemplo, han descrito vectores y procedimientos para inhibir la expresion de genes
especificos, asi como la obtencidon de secuencias de ADN de dichos genes inhibidos. Las células de la presente
invencion pueden tratarse con los vectores tales como los descritos por Ruley, que inhiben la expresion de genes
que pueden identificarse por analisis de secuencias de ADN. Puede inducirse entonces la diferenciacion de las
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células y pueden caracterizarse los efectos del genotipo/fenotipo alterado.

Hahn, y cols. (Nature (1999) 400: 464-468) demostraron, por ejemplo, que los fibroblastos epiteliales humanos
normales pueden inducirse para que sufran una conversion tumorigénica cuando una combinacidon de genes,
previamente relacionados con cancer, se introducia en las células.

El control de la expresion génica usando vectores que contienen elementos de expresion inducibles proporciona un
procedimiento para estudiar los efectos de determinados productos génicos tras la diferenciacion celular. Los
sistemas de expresion inducibles son conocidos por los expertos en la técnica. Un sistema de ese tipo es el sistema
inducible por ecdisona descrito por No, D., y cols. Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. (1996) 93: 3346-3351.

Las MASC pueden usarse para estudiar los efectos de alteraciones genéticas especificas, sustancias toxicas,
agentes terapéuticos u otros agentes sobre las vias de desarrollo. Las técnicas de cultivo tisular conocidas por los
expertos en la técnica permiten el cultivo en serie de cientos de miles de muestras celulares de distintos individuos,
proporcionando una oportunidad de realizar un analisis rapido de los compuestos que se sospecha que son, por
ejemplo, teratogénicos o mutagénicos.

Para el estudio de las vias de desarrollo, pueden tratarse las MASC con factores de crecimiento especificos,
citocinas u otros agentes, incluidos compuestos quimicos sospechosos de ser teratogénicos. Las MASC también
pueden modificarse genéticamente usando procedimientos y vectores previamente descritos. Ademas, las MASC
pueden alterarse usando tecnologia antisentido o tratamiento con proteinas introducidas en la célula para alterar la
expresion de secuencias génicas originales. Las secuencias de péptidos sefal, por ejemplo, pueden usarse para
introducir los péptidos o polipéptidos deseados en las células. Una técnica especialmente efectiva para introducir
polipéptidos y proteinas en la células ha sido descrita por Rojas, y cols., en Natura Biotechnology (1998) 16: 370-
375. Este procedimiento produce un producto de polipéptido o proteina que puede introducirse en el medio de cultivo
y translocarse a través de la membrana celular al interior de la célula. Puede usarse cualquier numero de proteinas
de esta manera para determinar el efecto de la proteina diana tras la diferenciacion de la célula. Alternativamente, la
técnica descrita por Phelan y cols. (Nature Biotech. (1998) 16: 440-443) puede usarse para unir la proteina VP22 del
virus del herpes a una proteina funcional para importarla dentro de la célula.

Las células de la presente invencion también pueden modificarse genéticamente, mediante la introducciéon de ADN
exogeno o silenciando o escindiendo ADN genémico, para producir células diferenciadas con un fenotipo defectuoso
con el fin de probar la efectividad de agentes potencialmente quimioterapéuticos o vectores de tratamiento génico.

20. Las MACS proporcionan diversos tipos celulares cultivados y no cultivados para un analisis de alto
rendimiento: Las MASC de la presente invencién pueden cultivarse, por ejemplo, en placas de 96 pocillos u otras
placas multipocillo para proporcionar un sistema para un analisis de alto rendimiento, por ejemplo, de citocina,
quimiocinas, factores de crecimiento o composiciones farmacéuticas especificas en farmacogenémica o en
farmacogenética. Las MASC de la presente invencién proporcionan un sistema unico en el que las células pueden
diferenciarse para formar linajes celulares especificos a partir del mismo individuo. A diferencia de la mayoria de los
cultivos primarios, estas células pueden mantenerse en cultivo y pueden estudiarse a lo largo del tiempo. Pueden
tratarse multiples cultivos de células del mismo individuo y de individuos diferentes con el factor de interés para
determinar si las diferencias existen en el efecto del factor celular sobre determinados tipos de células diferenciadas
con la misma estructura genética o sobre tipos similares de células de individuos genéticamente diferentes. Por lo
tanto, las citocinas, quimiocinas, composiciones farmacéuticas y factores de crecimiento, por ejemplo, pueden
analizarse de una manera eficaz en cuanto al tiempo y al coste para elucidar mas claramente sus efectos. Las
células aisladas a partir de una poblaciéon grande de individuos y caracterizadas en términos de la presencia o
ausencia de polimorfismos genéticos, particularmente polimorfismos de nucleétido simple, pueden repartirse en
bancos de cultivo celular para usarlas en diversidad de técnicas de analisis. Por ejemplo, las células madre adultas
multipotentes de una poblaciéon estadisticamente significativa, que puede determinarse de acuerdo con
procedimiento conocidos por los expertos en la técnica, proporcionan un sistema ideal para el analisis de alto
rendimiento para identificar polimorfismos asociados con una respuesta positiva o negativa aumentada a un grupo
de sustancias tales como, por ejemplo, composiciones farmacéuticas, preparaciones de vacuna, compuestos
quimicos citotdxicos, mutagenos, citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento, hormonas, compuestos inhibidores,
agentes quimioterapéuticos y multitud de otros compuestos o factores. La informacién obtenida a partir de tales
estudios tiene una amplia implicacién en el tratamiento de enfermedades infecciosas, cancer y diversidad de
enfermedades metabdlicas.

En el procedimiento en el que se usan MASC para caracterizar las repuestas celulares frente a agentes biolégicos o
farmacolégicos, o bibliotecas combinatorias de tales agentes, las MASC se aislan a partir de una poblacion
estadisticamente significativa de individuos, se expanden en cultivo, y se ponen en contacto con uno o mas agentes
bioldgicos o farmacolégicos. Puede inducirse la diferenciacion de las MASC, cuando las células diferenciadas con la
diana deseada para un determinado agente biolégico o farmacéutico, antes o después de la expansién en cultivo.
Comparando la una o mas respuestas celulares de los cultivos de MASC de individuos de la poblacién
estadisticamente significativa, pueden determinarse los efectos del agente biolégico o farmacoldgico.
Alternativamente, las MASC genéticamente idénticas, o células diferenciadas a partir de ellas, pueden emplearse
para analizar compuestos se parados, tales como compuesto de una biblioteca combinatoria. Se han descrito
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sistemas de expresion génica para su uso en combinacion con analisis de alto rendimiento basado en células (véase
Jayawickreme, C. y Kost, T., Curr. Opin. Biotechnol. (1997) 8: 629-634). Una técnica de analisis de gran volumen
usada para la identificacion de inhibidores de la activacion de células endoteliales ha sido descrita por Rice, y cols.,
que emplea un sistema de cultivo celular para células endoteliales venosas umbilicales humanas primarias. (Rice, y
cols., Anal. Biochem. (1996) 241: 254-259.) Las células de la presente invencién proporcionan diversidad de tipos
celulares, tanto completamente diferenciadas como sin diferenciar, para técnicas de analisis de alto rendimiento
usadas para identificar multitud de agentes diana biolégicos o farmacéuticos. Lo mas importante, las células de la
presente invencién proporcionan un fuente de células cultivadas de diversidad de individuos genéticamente distintos
que pueden responden de forma diferente frente a agentes bioldgicos y farmacéuticos.

Las MASC pueden proporcionarse como soluciones congeladas, solas o en combinacién con medio pre-
empaquetado y suplementos para su cultivo, y pueden proporcionarse adicionalmente en combinacién con
concentraciones efectivas empaquetadas por separado de factores apropiados para inducir la diferenciacién de tipos
celulares especificos. Alternativamente, las MASC pueden proporcionarse como soluciones congeladas, preparadas
por procedimiento conocidos por los expertos en la técnica, que contienen células en las que se ha inducido la
diferenciacion por los procedimientos descritos anteriormente en el presente documento.

21. Las MASC y el trazado de perfiles genéticos: La variacion genética puede tener efectos directos e indirectos
sobre la susceptibilidad a enfermedades. En un caso directo, incluso un sélo cambio de nucleétido, que tenga como
consecuencia un polimorfismo de nucleétido simple (SNP), puede alterar la secuencia de aminoacidos de una
proteina y contribuir directamente a la enfermedad o a la susceptibilidad a la enfermedad. La alteracién funcional de
la proteina resultante puede detectarse frecuentemente in vitro. Por ejemplo, cierto genotipos de APO-lipoproteina E
se han asociado con la aparicion y la progresion de la enfermedad de Alzheimer en algunos individuos.

Las anomalias en la secuencia de ADN pueden detectarse mediante hibridacion dinamica especifica de alelo,
tecnologias de chip de ADN, y otras técnicas conocidas por los expertos en la técnica. Se ha estimado que las
regiones codificantes de proteinas representan sélo aproximadamente el 3 % del genoma humano, y se ha estimado
que puede haber de 200.000 a 400.000 SNP comunes localizados en regiones codificantes.

Disefios de investigacion anteriores usando analisis genético asociado con SNP han implicado la obtencién de
muestras para analisis genéticos de un gran numero de individuos para los que puede realizarse la caracterizacion
fenotipica. Desafortunadamente, las correlaciones genéticas obtenidas de esta manera se limitan a la identificacion
de polimorfismos especificos asociados con fenotipos facilmente identificables, y no proporcionan informacion
adicional sobre la causa subyacente de la enfermedad.

Las MASC de la presente invencién proporcionan el elemento necesario para superar la distancia existente entre la
identificacion de un elemento genético asociado con una enfermedad y la expresion fenotipica final observada en
una persona que padece la enfermedad. En resumen, las MASC se aislan a partir de una poblacion de individuos
estadisticamente significativa de los que pueden obtenerse datos fenotipicos (véase Collins, y cols., Genome
Research (1998) 8: 1229-1231). Estas muestras de MASC se expanden después en cultivo y se almacenan
subcultivos de las células como disoluciones congeladas, que pueden usarse para proporcionar cultivos para
estudios de desarrollo posteriores. A partir de la poblacion de células expandida, pueden realizarse multiples analisis
genéticos para identificar polimorfismos genéticos. Por ejemplo, los polimorfismos de nucleétido simple puede
identificarse en una poblacién de muestras grande en un periodo de tiempo relativamente corto usando técnicas
actuales, tales como tecnologias de chip de ADN, conocidas por los expertos en la técnica (Wang, D., y cols.,
Science (1998) 280: 1077-1082; Chee, M., y cols., Science (1996) 274: 610-614; Cargill, M., y cols., Nature Genetics
(1999) 22: 231-238; Gilles, P., y cols., Nature Biotechnology (1999) 17: 365-370; Zhao, L.P., y cols., Am. J. Human
Genet. (1998) 63: 225-240). También se han descrito técnicas de analisis para SNP por Syvanen (Syvanen, A,
Hum. Mut. (1999) 13: 1-10), Xiong (Xiong, M. y L. Jin, Am. J. Hum. Genet. (1999) 64: 629-640), Gu (Gu, Z., y cols.,
Human Mutation (1998) 12: 221-225), Collins (Collins, F., y cols., Science (1997) 278: 1580-1581), Howell (Howell,
W., y cols., Nature Biotechnology (1999) 17: 87-88), Buetow (Buetow, K., y cols., Nature Genetics (1999) 21: 323-
325), y Hoogendoom (Hoogendoorn, B., y cols., Hum. Genet. (1999) 104: 89-93).

Cuando se asocian determinados polimorfismos con un fenotipo de enfermedad concreto, las células de individuos
identificados como portadores del polimorfismo pueden estudiarse para analizar anomalias de desarrollo, usando
células de no portadores como control. Las MASC de la presente invencién proporcionan un sistema experimental
para estudiar las anomalias de desarrollo asociadas con presentaciones de enfermedades genéticas concretas,
particularmente, debido a que puede inducirse su diferenciacidon, usando ciertos procedimiento descritos en el
presente documento y ciertos procedimientos distintos conocidos por los expertos en la técnica, para formar tipos
celulares concretos. Por ejemplo, cuando un SNP especifico estd asociado con un trastorno neurodegenerativo,
tanto las MASC no diferenciadas como las MASC diferenciadas para formar precursores neuronales, células gliales
u otras células de origen neural, pueden usarse para caracterizar los efectos celulares del polimorfismo. Las células
que muestran determinado polimorfismos pueden seguirse durante el proceso de diferenciaciéon para identificar
elementos genéticos que afectan a a la sensibilidad a los farmacos, a la respuesta a quimiocinas y citocinas, a la
respuesta a factores de crecimiento, hormonas e inhibidores, asi como a las respuestas a cambios en la expresion
y/o funciéon de receptores. Esta informacién puede ser de inestimable valor en el disefio de metodologias de
tratamiento para enfermedades de origen genético o para las que hay una predisposicion genética.

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2368 809 T3

En el presente procedimiento de usar MASC para identificar polimorfismos genéticos asociados con anormalidades
fisiolégicas, las MASC se aislan a partir de una poblacién de individuos estadisticamente significativa de los que
pueden obtenerse datos fenotipicos (definiéndose una poblacién estadisticamente significativa por los expertos en la
técnica como una poblacion de un tamario suficiente para incluir miembros con al menos un polimorfismo genético) y
se expenden en cultivo para establecer cultivos de MASC. EI ADN de las células cultivadas se usar entonces para
identificar polimorfismos genéticos en las MASC cultivadas a partir de la poblacion, y se induce la diferenciacion de
las células. Los procesos metabdlicos aberrantes asociados con polimorfismos genéticos concretos se identifican y
caracterizan comparando los patrones de diferenciacion mostrados por las MASC que tienen un genotipo normal con
los patrones de diferenciacion mostrados por las MASC que tienen un polimorfismo genético identificado o
responden a farmacos putativos.

22. Las MASC proporcionan un suministro de vacuna mas seguro: Las células MASC de la presente invencion
también puede usarse como células presentadoras de antigeno cuando se alteran genéticamente para que
produzcan una proteina antigénica. Usando células progenitoras autdlogas o alogénicas con multiples alteraciones,
por ejemplo, y proporcionando las células progenitoras de la presente invencién en combinacién con plasmidos
incluidos en una matriz biodegradable para una liberacién extendida para transfectar las células que las acompafian,
puede desencadenarse una respuesta inmunitaria frente a uno o varios agentes, mejorando potencialmente el efecto
final de la respuesta inmunitaria mediante la liberaciéon secuencial de células presentadoras de antigeno. Se sabe en
la técnica que las administraciones multiples de algunos antigenos a lo largo de un periodo de tiempo prolongado
produce una respuesta inmunitaria aumentada tras la exposicién antigénica final. Alternativamente, las MASC
pueden usarse como células presentadoras de antigeno, en el procedimiento de Zhang, y cols. (Nature
Biotechnology (1998) 1: 1045-1049), para inducir la tolerancia de células T a antigenos especificos.

Muchas preparaciones de vacuna actuales incorporan compuestos quimicos afiadidos y otras sustancias, tales como
antibidticos (para evitar el crecimiento de bacterias en cultivos de vacunas), aluminio (adyuvante), formaldehido
(para inactivar los productos bacterianos para vacunas de toxoide), glutamato monosédico (estabilizante), proteina
de huevo (componente de vacuna preparados usando huevos de gallina embrionados), sulfitos (estabilizante) y
timerosal (un conservante). En parte debido a estos componentes afiadidos, actualmente hay una preocupacion
publica de caracter amplio sobre la seguridad de las preparaciones de vacuna. El timerosal, por ejemplo, contiene
mercurio y esta hecho de una combinacion de cloruro etilico de mercurio, acido tiosalicilico, hidréxido sédico y
etanol. Ademas, algunos estudios, aunque no concluyentes, han sugerido una posible relacion entre algunos
componentes de vacuna y complicaciones potenciales tales como las enfermedades comunmente asociadas con la
autoinmunidad. Por tanto, se necesitan terapias de vacuna mas efectivas y la cooperacion publica con las iniciativas
de vacuna sera mas sencilla de promover si hay un grado mayor de comodidad con el procedimiento de vacunacion.

Las MASC de la presente invencion pueden diferenciarse para formar células dendriticas, que presentan antigenos a
células T y, de esta manera, las activan para que respondan frente a organismos exdgenos. Estas células
dendriticas pueden alterarse genéticamente para que expresen antigenos exdgenos, usando técnicas previamente
descritas. Una ventaja particular de este procedimiento de suministro de vacuna reside en el hecho de que mas de
un antigeno puede ser presentado por una sola célula genéticamente alterada.

Los vectores de vacuna de MASC diferenciadas o no diferenciadas de origen heterélogo proporcionan la ventaja
afadida de que estimulan el sistema inmunitario a través de marcadores de superficie celular exégenos. Los
experimentos de disefio de vacunas han mostrado que la estimulacion de la respuesta inmunitaria usando antigenos
multiples pueden desencadenar una respuesta inmunitaria elevada frente a determinados antigenos individuales
dentro de la preparacion de vacuna.

Se han identificado antigenos inmunolégicamente efectivos para la hepatitis A, hepatitis B, varicela, polio, difteria, tos
ferina, tétanos, enfermedad de Lyme, sarampidn, parotiditis, rubéola, Haemophilus influenzae de tipo B (Hib), BCG,
encefalitis japonesa, fiebre amarilla y rotavirus, por ejemplo.

El procedimiento para inducir una respuesta inmunitaria a un agente infeccioso en un sujeto humano usando MACS
de la presente invencién puede realizarse expandiendo una poblacién clonal de células madre adultas multipotentes
en cultivo, alterando genéticamente las células expandida para que expresen una o mas moléculas de antigeno
preseleccionadas para desencadenar una respuesta inmunitaria protectora frente a un agente infeccioso, e
introduciendo en el sujeto una cantidad eficaz de las células genéticamente alteradas para inducir la respuesta
inmunitaria. Los procedimientos para administrar células genéticamente alteradas son conocidos por los expertos en
la técnica. Una cantidad de células genéticamente alteradas efectiva para inducir una respuesta inmunitaria es una
cantidad de células que produce la expresion suficiente del antigeno deseado para producir una respuesta de
anticuerpos medibles, como se determina mediante los procedimientos conocidos por los expertos en la técnica.
Preferiblemente, la respuesta de anticuerpos es una respuesta de anticuerpos protectora que puede detectarse
mediante la resistencia a la enfermedad tras la exposicién al agente infeccioso apropiado.

23. Las MASC y el tratamiento del cancer: Las MASC de la presente invencidon proporcionan un vehiculo
novedoso para el tratamiento del cancer. Por ejemplo, puede inducirse la diferenciacion de las MASC para que
formen células endoteliales o precursores que se dirigiran a tejidos endoteliales cuando se suministran localmente o
sistémicamente. Las células participan en la formaciéon de vasos sanguineos para el suministro a tumores de nueva
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formacion (angiogénesis), y se dividen y proliferan en consecuencia en el tejido endotelial. Modificando
genéticamente estas células para que sufran apoptosis tras la estimulaciéon con un elemento administrado desde el
exterior, los vasos sanguineos de nueva formaciéon pueden alterarse y puede eliminarse el flujo de sangre hacia el
tumor. Un ejemplo de un elemento administrado desde el exterior seria el antibiético tetraciclina, cuando las células
han sido transfectadas o transducidas con un gen que promueve la apoptosis, tal como Caspasa o BAD, bajo el
control de un elemento de respuesta a tetraciclina. Los elementos de respuesta a tetraciclina ha sido descritos en la
bibliografia (Gossen, M. y Bujard, H., Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. (1992) 89: 5547-5551), proporcionan control de
la expresion de los transgenes in vivo en células endoteliales (Sarao, R. y Dumont, D., Transgenic Res. (1998) 7:
421-427), y estan comercialmente disponibles (CLONETECH Laboratories, Palo Alto, CA).

Alternativamente, las MASC no diferenciadas o las MASC diferenciadas para formas linajes celulares especificos de
tejido pueden alterarse genéticamente para producir un producto, para exportarlo al entorno extracelular, que es
téxico para las células tumorales o que altera la angiogénesis (tal como el factor derivado del epitelio pigmentario),
descrito por Dawson, y cols., Science (1999) 285: 245-248). Por ejemplo, Koivunen, y cols., describen péptidos
ciclicos que contienen una secuencia de aminoacidos que inhibe selectivamente MMP-2 y MMP-9
(metaloproteinasas de la matriz asociadas con tumorigénesis), evitando el crecimiento y la invasién tumoral en
modelos animales y, especificamente, dirigiéndose a vasos sanguineos angiogénicos in vivo (Koivunen, E., Nat.
Biotech. (1999) 17: 768-774). Cuando se desea que las células se dirijan al sitio del tumor, produzcan un producto
inhibidor tumoral y luego se destruyan, las células pueden alterarse genéticamente adicionalmente para que
incorporen una proteina promotora de la apoptosis bajo el control de un promotor inducible.

Las MASC también proporcionan un vector para la administracién de vacunas contra el cancer, ya que pueden
aislarse del paciente, cultivarse ex vivo, alterarse genéticamente ex vivo para que expresen los antigenos
apropiados, particularmente en combinacion con receptores asociados con una respuesta inmunitaria a antigenos
aumentada, y reintroducirse en el sujeto para provocar una respuesta inmunitaria a la proteina expresada sobre las
células tumorales.

24. Kits que contienen MASC o componentes de aislamiento y cultivo de MASC: Las MASC de la presente
invencion pueden proporcionarse en kits, con un material de empaquetado adecuado. Por ejemplo, las MASC
pueden proporcionarse como disoluciones congeladas, acompanadas por factores y medios apropiados
empaquetados por separado, como se ha descrito anteriormente en el presente documento, para cultivarlas en el
estado no diferenciado. Ademas, también pueden proporcionarse factores empaquetados por separado para la
induccion de la diferenciacion, como se ha descrito anteriormente.

También se proporcionan por la presente invencion kits que contienen cantidades efectivas de factores apropiados
para el aislamiento y cultivo de células madre del paciente. Tras obtener un aspirado de médula 6sea del paciente, el
técnico de laboratorio clinico sélo necesita seleccionar las células madre, usando el procedimiento descrito en el
presente documento, con el anti-CD45 y el anti-glicoforina A proporcionados en el kit, después cultivar las células
como se describe por el procedimiento de la presente invencién, usando el medio de cultivo suministrado como un
componente del kit. La composicion del medio de cultivo basico se ha descrito anteriormente en el presente
documento.

La presente invencion describe un kit para el aislamiento de MASC a partir de un sujeto humano en un ambito
clinico. Usando los componentes del kit empaquetados juntos, las MASC pueden aislarse a partir de un aspirado de
médula 6sea simple. Usando componentes adicionales del kit, incluyendo factores de diferenciacion, medios de
cultivo e instrucciones para inducir la diferenciacion de MASC en cultivo, un técnico de laboratorio clinico puede
producir una poblacién de células presentadoras de antigeno (APC) a partir de la propia muestra de médula 6sea del
paciente. Materiales adicionales del kit pueden proporcionar vectores para la administracion de polinucleétidos que
codifican antigenos apropiados para la expresion y presentacion por parte de las APC diferenciadas. Pueden
suministrarse, por ejemplo, pldsmidos que contengan la secuencia genética de, por ejemplo, el antigeno de
superficie de la hepatitis B o los antigenos protectores de la hepatitis A, Plasmodium falciparum, u otros organismos
infecciosos. Estos plasmidos puede introducirse en las APC cultivadas usando, por ejemplo, materiales de
transfeccion con fosfato de calcio, e instrucciones de uso, suministradas con el kit. Los materiales adicionales
pueden ser suministrados por inyeccion de APC genéticamente alteradas de vuelta en el paciente, proporcionando
un sistema autologo de administracion de vacuna.

La invencion se describira con mayor detalle por referencia a los siguientes ejemplos detallados:

Ejemplos

Ejemplo 1. Aislamiento de MASC a partir de células mononucleares de médula ésea

Se obtuvieron células mononucleares de médula ésea a partir de aspirados de médula ésea de la cresta iliaca
posterior de >80 voluntarios humanos sanos. Se obtuvieron de diez a 100 centimetros cubicos de médula 6sea de
cada sujeto, como se muestra en la Tabla 2, lo que indica el numero aproximado de células mononucleares aisladas
de cada sujeto. Las células mononucleares (MNC) se obtuvieron de la médula 6sea por centrifugacién en un
gradiente de densidad Ficoll-Paque (Sigma Chemical Co, St Louis, MO). Se incubaron MNC de médula ésea con
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microesferas de CD45 y glicoforina A (Miltenyi Biotec, Sunnyvale, CA) durante 15 minutos y las células CD45%/Gly-
A" se retiraron colocando la muestra enfrente de un iman SuperMACS. Las células eluidas son 99,5 % CD45-/GIlyA".

Como se indica en la Tabla 2, |a eliminacién de las células CD45" GlyA* tuvo como consecuencia la recuperacion de
las células CD45- GlyA- que constituian aproximadamente del 0,05 al 0,10 % del total de las células mononucleares
de la médula 6sea.

Tabla 2
Volumen de Médula Osea Numero de células BM Numero de células 45-  Numero de MASC (estimado
(cc) mononucleares post ficoll /GlyA- post-MACS por ensayo de dilucion limite,
LDA)
50 100 millones 100.000 50
25 80 60.000 35
25 50 14.000 10
50 100 50.000 30
10 150 75.000 30
30 100 100.000 25
25 80 75.000 35
100 190 78.000 25
100 150 60.000 15
100 160 160.000 85
100 317 400.000 50
100 200 150.000 70
50 160 160.000 85
50 115 150.000 70
25 60 60.000 30
100 307 315.000 100
100 216 140.000 80
50 130 150.000 40
100 362 190.000 60
50 190 150.000 40
100 200 185.000 100
100 387 300.000 170
50 100 130.000 20
150 588 735.000 300

Seleccionamos células que no expresan el antigeno leucocitario comun, CD45, o el precursor del marcador eritroide,
glicoforina A (Gly-A). Las células CD45GlyA™ constituyen 1/10 células® células mononucleares de la médula. Las
células CD45GlyA'se plaquearon en pocillos recubiertos con fibronectina con FCS al 2 %, y EGF, PDGF-CC,
dexametasona, insulina, acido linoleico y acido ascorbico. Después de 7-21 dias, se desarrollan pequefias
agrupaciones de células adherentes. Usando ensayos de dilucidn limite, se determiné que la frecuencia de células
que daban lugar a estas agrupaciones adherentes era de 1/5x10° células CD45°GIyA'.

Cuando aparecieron las colonias (aproximadamente 10° células) se recuperaron las células por tripsinizacion y se
replaquearon cada 3-5 dias a una dilucion 1:4 bajo las mismas condiciones de cultivo. Las densidades celulares se
mantuvieron entre 2-8x10° células/cm?®. El tiempo de division de las células fue de 48-60h. Los analisis
inmunofenotipicos por FACS de las células obtenidas tras 10-12 divisiones celulares mostraron que las células no
expresaban CD31, CD34, CD36, CD38, CD45, CD50, CD62E y CD62-P, Muc18, cKit, Tie/Tek, y CD44. Las células
no expresaban HLA-DR o HLA de clase | y expresaban niveles bajos de f2-microglobulina. Las células se tefiian
intensamente dando positivo contra CD10, CD13, CD49b, CD49e, CDw90, FIk1. El fenotipo MASC permanecié sin
cambios durante >30 divisiones (n=15). Los cultivos de MASC con células capaces de proliferar mas alla de 30
divisiones y de diferenciarse a todos los tipos celulares mesodérmicos (véase mas adelante) se han establecido a
partir del >85 % de los donantes, de 2-50 afios de edad. En 10 donantes, se expandieron MASC durante >50
divisiones celulares. Cuando se cultivaron las células en medio libre de suero, también suplementado con 10 ng/ml
de IGF, la divisién celular fue mas lenta (>60h), pero pudieron obtenerse >40 divisiones celulares. Como se observé
para las células cultivadas con FCS al 2 % sin IGF, las células cultivadas en medio libre de suero eran negativas
para HLA de clase | y CD44, y podian diferenciarse a todos los fenotipos mesodérmicos, como se describe mas
adelante.

Cuando se plaquearon las células sobre colageno de tipo | o laminina en lugar de fibronectina, expresaron CD44 y
HLA-DR, y no pudieron expandirse més alla de 30 divisiones celulares. Cuando se omitieron el EGF o el PDGF las
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células no proliferaron y murieron, mientras que concentraciones aumentadas de estas citocinas permitieron el
crecimiento inicial de las MASC pero provocaron pérdida de proliferacién mas alla de 20-30 divisiones celulares. La
adicion de concentraciones mayores de dexametasona también provoco la pérdida de proliferacion mas alla de 30
divisiones celulares. Cuando se cultivaron las células con >2 % de FCS en el medio de cultivo expresaron CD44,
HLA-DR y HLA de clase |. Del mismo modo, el cultivo a alta densidad (>8x103 células/cmz) se asocio con la
adquisicion de CD44, HLA-DR y HLA de clase | y Muc-18, similar al fenotipo descrito para MASC. El cultivo a alta
densidad o con concentraciones mayores de FCS también se asoci6 con la pérdida de capacidad de expansion, y
las células no proliferaron mas alla de 25-30 divisiones celulares.

Se intentaron clonar MASC replagueando MASC a 1 célula/pocillo una vez se habian establecido los cultivos. De 3
donantes, se plaquearon >2000 células solas en placas de 96 pocillos recubiertas con FN con el mismo medio de
cultivo. No se detectd crecimiento celular en ningun pocillo. Cabe destacar que, cuando las células se depositaron a
10 células/pocillo se encontré crecimiento celular en aproximadamente el 4 % de los pocillos. La progenie del 5 % de
estos pocillos pudo expandirse a >10" células.

La longitud de los telémeros de las MASC de 5 donantes (2-50 afios de edad) cultivadas durante 15 divisiones
celulares estaba entre 11-16 kB. En 3 donantes, esta fue 3 kB mas larga que la longitud del teldbmero de linfocitos
sanguineos obtenidos de los mismos donantes. La longitud del telémero de células de 1 donante evaluada tras 15
divisiones celulares, 30 divisiones celulares, 45 divisiones celulares, permanecié sin cambios. El analisis citogenético
de las MASC recuperadas tras 30 divisiones celulares mostré un cariotipo normal.

Ejemplo 2. Diferenciacion de MASC

Para inducir la diferenciacion de osteoblastos, se suplementé medio libre de suero con 10-" M de dexametasona,
acido ascorbico 10 mM y glicerofosfato 10 mM. La diferenciacidon de osteoblastos de confirmé mediante deteccion de
mineralizacion de calcio, expresién de fosfatasa alcalina, y producciéon de sialoproteina dsea, osteopontina,
osteocalcina y osteonectina, que son relativamente especificas para el desarrollo éseo (véase la Fig. 7).

Para inducir la diferenciacion a cartilago, el medio libre de suero, como se ha descrito anteriormente, se suplemento
con 100 ng/ml de TGF-1 (R&D Systems, Minneapolis, MN). Se indujo la diferenciacion de las células mientras
estaban adheridas a la fibronectina o en cultivo en suspension, con ambos procedimientos produciendo células de
cartilago diferenciadas. La diferenciacion para formar células de cartilago se confirmé por deteccion de colageno de
tipo Il, asi como del glicosaminoglicano agrecano (véase la Fig. 7).

Para inducir la diferenciacion a adipocitos, se afiadieron dexametasona 10-" M y 100 pg/ml de insulina al medio de
cultivo. La diferenciacion a adipocitos también se indujo reemplazando el medio libre de suero con medio que
contenia un 20 % de suero de caballo. La diferenciacién a adipocitos se detectd por deteccion de LPL y aP2.

Para inducir la diferenciacion a miocitos esqueléticos, >80 % de las MASC confluentes se trataron con 5-azacitidina
3uM durante 24h y después se mantuvieron en medio MASC con EGF y PDGF-BB. Se observo la expresion de
proteinas musculares especificas tan pronto como 5 dias después de cambiar las condiciones de cultivo. Dos dias
después de la induccién, se detectaron los factores de transcripcion Myf5, Myo-D y Myf6. Después de 14-18 dias,
Myo-D se expresé en niveles significativamente menores, mientras que Myf5 y Myf6é se mantuvieron. Se detecto
desmina y actina sarcomérica tan pronto como 4 dias después de la induccién, y miosina de contraccion rapida y de
contraccion lenta a los 14 dias (véase la Fig. 7). Mediante inmunohistoquimica, el 70-80 % de las células expresaron
proteinas musculares maduras después de 14 dias. Cuando se afiadié un 20 % de suero de caballo se demostré la
fusion de mioblastos para formar miotubos que eran multinucleados (véase la Fig. 7). Cabe destacar que el
tratamiento con 5-azacitidina también introdujo la presentacion de Gata4 y Gata6 durante la primera semana de
cultivo, y troponina-T cardiaca después de 14 dias. Ademas, se detecto actina del musculo liso a los 2 dias después
de la induccidn y persistié hasta los 14 dias.

La diferenciacién a musculo liso se produjo cuando se afadieron 100 ng/ml de PDGF como citocina sola para MASC
confluentes mantenidas en medio de MASC libre de suero durante 14 dias. Las células expresaron marcadores de
musculo liso (Fig. x). Se encontré presencia de miogenina desde el dia 4 en adelante y de desmina después de 6
dias. Se detectd actina del musculo liso desde el dia 2 en adelante y miosina del musculo liso después de 14 dias.
Después de 14 dias, aproximadamente un 70 % de las células se tifieron como positivas con anticuerpos anti-actina
y miosina de musculo liso. También se pudieron detectar las proteinas Myf5 y Myf6, pero no Myo-D después de 2-4
dias, que persistieron hasta el dia 15 (Fig. 7).

La diferenciacion a musculo cardiaco se indujo afiadiendo 100 ng/ml de factor de crecimiento de fibroblastos basico
(bFGF) al medio de cultivo libre de suero estandar previamente descrito en el presente documento. Las células eran
confluentes al inicio del tratamiento con bFGF. Para inducir desarrollo adicional de tejidos cardiacos, se afiadieron
100 ng/ml de 5-azacitidina, 100 ng/ml de bFGF, y 25 ng/ml de proteinas morfogenéticas éseas 2 y 4 (BMP-2 y BMP-
4) al medio de cultivo. Las células eran confluentes en >80 % al inicio del tratamiento para inducir la diferenciacion a
tejido cardiaco. Gata4 y Gata6 se expresaron tan pronto como el dia 2 y persistieron hasta el dia 15. La expresién de
Myf6 y desmina se observé después del dia 2 y la miogenina después del dia 6. La troponina-T cardiaca se expreso
después del dia 4 y la troponina-l cardiaca y la ANP después del dia 11. Estas proteinas cardiacas maduras se
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detectaron en >70 % de las células por inmunohistoquimica en el dia 15. Cuando los cultivos se mantuvieron
durante >3 semanas, las células formaron sincitios y se observaron contracciones espontaneas poco frecuentes que
tenian lugar en los cultivos, que se propagaban a lo largo de varios mm de distancia. (Fig. 7) De nuevo, también se
detectaron Myf5 y myf6 y actina de musculo liso después del dia 6.

Se afiadio factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) a una concentracién de 20 ng/ml al medio libre de suero
menos otros factores de crecimiento para inducir la diferenciaciéon a células endoteliales para el dia 15-20 ex vivo. La
diferenciacion a células endoteliales se confirmd por tincién inmunofluorescente para detectar proteinas celulares y
receptores asociados con la diferenciacion celular endotelial. Los resultados se muestran en la Fig. 7.

La diferenciacion hematopoyética se indujo cultivando MASC en pocillos recubiertos con colageno de tipo IV en
medio MASC que contenia PDGF-BB-y EGF con FCS al 5 % y 100 ng/ml de SCF que se condicioné por el
alimentador AFT024, una linea mesenquimal derivada de higado fetal que soporta células madre de repoblacién
murinas y humanas ex vivo. Las células recuperadas de estos cultivos expresaron cKit, cMyb, Gata2 y G-CSF-R,
pero no CD34 (RT-PCR). Debido a que la hemopoyesis esta inducida por factores que se liberan por endodermo
visceral embrionario, se cultivaron conjuntamente MASC humanas con EB murinas BGal* en presencia de SCF
humana, FIt3-L, Tpo y Epo. En 2 estudios separados, se detectd una pequefia poblacion de c@ldis " que
expresaron CD45 humana.

Se indujo la diferenciacion "estromal" incubando MASC con IL-1a, FCS y suero de caballo. Para demostrar que
estas células puede soportar la hemopoyesis, se irradiaron los alimentadores a 2Gy y se plaquearon células
sanguineas del cordén umbilical CD34" en contacto con el alimentador. Después de 2 semanas, se replaqued la
progenie en un ensayo con metilcelulosa para determinar el numero de células formadoras de colonias (CFC). Se
observé una expansion de 3-5 veces de CFC.

Los cultivos de MASC confluentes se trataron con factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) y KGF. Después de 14
dias, las células expresaron MET (el receptor del HGF), asociado con el desarrollo de células epiteliales hepaticas,
citoqueratina 18 y 19.

Ejemplo 4. Transduccion de MASC de médula adulta

Una vez establecidos los cultivos después de aproximadamente 3-10 subcultivos, las MASC se transdujeron
retroviricamente con un vector que contenia una proteina verde fluorescente potenciada (eGFP) en dos dias
consecutivos. Los vectores retroviricos que se usaron fueron los constructos MFG-eGFP o MND-eGFP-SN,
proporcionados amablemente por el doctor Donald Kohn (M.D.), del LA Childrens Hospital, Los Angeles, CA. Ambos
vectores se empaquetaron en la linea celular anfotrépica PA317 o la linea celular de empaquetamiento de leucemia
del Gibon PG13. El sobrenadante retrovirico se produjo incubando el alimentador productor con medio de expansion
de MASC durante 48 horas. El sobrenadante se filtré y se congel6 a -80°C hasta su uso. Las MASC semiconfluentes
se subcultivaron en medio de cultivo de expansion de MASC. Después de 24 horas, el medio se reemplazé con
sobrenadantes con que contenian retrovirus y 8 g/ml de protamina (Sigma) durante 5 horas. Esto se repitié 24 horas
después. De dos a tres dias después de la tltima transduccién, se seleccionaron células eGFP* en un citémetro de
flujo FACS Star Plus con un ordenador Consort (todo de Becton Dickinson Inc) a 10 células/pocillo de placas de 96
pocillos recubiertas con 5 ng/ml de FN, y el 40-85 % de las células adherentes expresaron el gen eGFP. Usando la
unidad automatica de deposicion de células (ACDU) del clasificador activado por fluorescencia, se clasificaron 10
células eGFP" por pocillo de placas de 96 pocillos recubiertas con fibronectina. Se mantuvieron las células en medio
de expansion de MASC durante 1-7 meses. Después de 3-4 semanas, las células adherentes habian alcanzado la
confluencia en el 3-4 % de los pocillos. Las células se expandieron por cultivo de nuevo. Las progenie de <1 7poci||o
por placa pudo expandirse para generar >10’ células (48 divisiones celulares adicionales). Por tanto, 1/10°-1/10°
células de la médula désea tienen potencial de proliferacion extenso.

Las poblaciones celulares expandidas por clonacion se dividieron entonces en 5-10 poblaciones. Algunas células se
crioconservaron sin diferenciar, mientras que en otras células se indujo la diferenciacién a osteoblastos, condrocitos,
células estromales, mioblastos de musculo liso y esquelético y células endoteliales. Para demostrar la diferenciacion
a lo largo de una via dada, y para confirmar la identidad de tejido, se examinaron células por inmunohistoquimica y/o
transferencia Western para proteinas que se sabe que estan presentes en los tipos celulares diferenciados.

Se ha usado la clasificacion de células sueltas o la clonacion con anillos para mostrar el origen de células sueltas de
una poblacion celular. Sin embargo, debido a que las MASC son células adherentes es posible que se seleccionen
dos en lugar de una célula suelta mediante FACS o mediante clonacion con anillos. El hecho de que la integracién
de retrovirus sea aleatoria se us6 para probar el origen clonal de todas las células diferenciadas. Debido a la
integracion virica aleatoria, el ADN de la célula huésped que flanquea las LTR retroviricas es especifico de célula.
Tras la divisiéon celular, todas las células hijas pueden identificarse basandose en la presencia del retrovirus en la
localizacién idéntica en el genoma de la célula huésped.

Se usé la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar el ADN de la célula huésped que flanquea el 3
y el 5 de las LTR del inserto retrovirico. La PCR inversa se realizé usando un protocolo amablemente proporcionado
por el doctor Jan Nolta (Ph.D.), del LA Children Hospital, Los angeles, CA. En resumen, se extrajo el ADN de MASC
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no diferenciadas asi como de progenie diferenciada, se cortaron con Taq1 (Invitrogen) los fragmentos ligados y se
realizé una PCR inversa para obtener la secuencia del ADN de la célula huésped del flanco 5'. Esta técnica de PCR
inversa o el analisis e transferencia Southern se han usado de forma extensa en biologia de células madre
hematopoyéticas para demostrar que cada linaje diferenciado deriva de una sola célula. Una vez amplificado el ADN
flanqueante, se secuenciaron 200-300 bases y se disefiaron cebadores que reconocen especificamente el ADN
flanqueante. Las células no diferenciadas y diferenciadas se sometieron entonces a PCR usando un cebador
especifico para el ADN flanqueante y un cebador que reconoce la repeticion terminal larga (LTR) de 5' para
amplificar el ADN de la progenie diferenciada. Para cada una de las 3 muestras que se examinaron, se identificé una
sola secuencia de ADN especifica de célula que flanqueaba la LTR en 5', que era idéntica para las células no
diferenciadas y diferenciadas. Esto prueba el origen celular Unico de todas las células de origen "mesodérmico".

Usando esta técnica, los presentes estudios confirman que las células osteoprogenitoras existen en la médula y
estas células pueden diferenciarse a osteoblastos, condrocitos, adipocitos, fibroblastos y células estromales de la
médula. Los presente inventores también demuestran que una sola células derivada de médula puede dar lugar a
células a partir del mesodermo tanto esplacnico como visceral. Ademas el cariotipo de células que se han cultivado
durante mas de nueve meses es normal, indicando que su capacidad de expansion en serie se debe a su naturaleza
de células madre o no debido a génesis tumoral o inmortalizacion.

Ejemplo 5. Generacion de células gliales y neuronales a partir de células madre mesenquimales de médula
Osea adulta

Las neuronas diferenciadas son post-mitéticos y se observa muy poca o ninguna regeneracion neuronal in vivo. Los
tratamientos para trastornos neurodegenerativos y traumaticos del cerebro podrian avanzar significativamente si se
pudieran introducir células madre neurales (NSC) proliferantes nuevas en las areas defectuosas del cerebro que
adquiririan la funcion del tejido defectuoso. Se ha descubierto ahora que las MASC seleccionadas a partir de médula
O0sea post-natal que se diferencian a todos los tipos celulares mesodérmicos también pueden diferenciarse a
neuronas, oligodendrocitos y astrocitos.

Los cultivos de MASC se establecieron como se describe en el ejemplo 1. El desarrollo neural se indujo como sigue.
La generacion de neuronas, astrocitos y oligodendrocitos se realizé en medio consistente en medio de diferenciacion
neural. Este medio comprendia lo siguiente: 10-95 % de DMEM-LG (preferiblemente aproximadamente un 60 %), 5-
90 % de MCDB-201 (preferiblemente aproximadamente un 40 %), 1X ITS, 1X LA-BSA, dexametasona 107 a10° M
(preferiblemente  aproximadamente 10® M), acido ascorbico 2-fosfato 10° a 10° M (preferiblemente
aproximadamente 10 M) y 0,5-100 ng/ml (preferiblemente aproximadamente 10 ng/ml). EI medio también puede
contener una o mas de las siguientes citocinas con el fin de inducir la diferenciacion en determinados tipos celulares:

5-50 ng/ml de bFGF (preferiblemente aproximadamente 100 ng/ml) -- astrocito, oligodendrocito, neurona (tipo
desconocido));

5-50 ng/ml de FGF-9 (preferiblemente aproximadamente 10 ng/ml) -- astrocito, oligodendrocito, neuronas
GABAérgicas y dopaminérgicas

5-50 ng/ml de FGF-8 (preferiblemente aproximadamente 10 ng/ml) -- neuronas dopaminérgicas,
serotoninérgicas y GABAérgicas, no células gliales

5-50 ng/ml de FGF-10 (preferiblemente aproximadamente 10 ng/ml) -- astrocitos, oligodendrocitos, no neuronas

5-50 ng/ml de FGF-4 (preferiblemente aproximadamente 10 ng/ml) -- astrocitos, oligodendrocitos, pero no
neuronas

5-50 ng/ml de BDNF (preferiblemente aproximadamente 10 ng/ml) -- s6lo neuronas Dopaminérgicas)
5-50 ng/ml de GDNF (preferiblemente aproximadamente 10 ng/ml) -- neuronas GABAérgicas y dopaminérgicas
5-50 ng/ml de CDTF (preferiblemente aproximadamente 10 ng/ml) -- sélo neuronas GABAérgicas

La eleccién de factores de crecimiento para inducir la diferenciacion de MASC a células neurales se basé en lo que
se sabe sobre desarrollo embrionario del sistema nervioso o en estudios que evaluaban la diferenciacién del NSC in
vitro. Todo el medio de cultivo era libre de suero y suplementado con EGF, que es un fuerte inductor ectodérmico.
Los FGF juegan un papel clave en el desarrollo neuronal. Cuando se cultivaron las MASC derivadas de médula
humana post-natales tanto con 100 ng/ml de bFGF como con 10 ng/ml, se observo la diferenciacién a astrocitos,
oligodendrocitos y neuronas. Los astrocitos se identificaron como células positivas para proteina acida glial fibrilar
(GFAP), los oligodendrocitos se identificaron como positivos para glucocerebrésidos (GalC) y las neuronas se
identificaron como células que expresan de forma secuencial NeuroD, Tubulina-1lIB (Tuji), sinaptofisina y
neurofilamento 68, 160 y 200. Las células no expresaron marcadores de neuronas GABAérgicas, dopaminérgicas o
serotoninérgicas.

El FGF-9, aislado en primer lugar de una linea celular de glioblastoma, induce la proliferacion de células gliales en
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cultivo. En FGF-9 se encuentra in vivo en neuronas de la corteza cerebral, hipocampo, sustancia negra, nucleos
motores del tronco encefalico y la capa de células de Purkinje. Cuando se cultivaron durante 3 semanas con 10
ng/ml de FGF-9 y EGF, las MASC generaron astrocitos, oligodendrocitos y GABAérgicas y dopaminérgicas. Durante
el desarrollo del SNC, FGF-8, expresado en el limite mesencéfalo/rombencéfalo por el prosencéfalo rostral, en
combinacidon con el erizo sonico, induce la diferenciacion de neuronas dopaminérgicas en mesencéfalo y
prosencéfalo. Se encontré que cuando se cultivaron MASC con 10 ng/ml de FGF-8 y EGF durante 3 semanas, se
produjeron neuronas tanto dopaminérgicas como GABAérgicas. FGF-10 se encuentra en el cerebro en cantidades
muy bajas y su expresion esta restringida al hipocampo, talamo, mesencéfalo y tronco encefalico donde se expresa
de forma preferente en neuronas pero no en células gliales. El cultivo de MASC en 10 ng/ml de FGF-10 y EGF
durante tres semanas genero astrocitos y oligodendrocitos, pero no neuronas. FGF-4 se expresa por el notocordio y
se requiere para la regionalizacion del mesencéfalo. Cuando se trataron con 10 ng/ml de FGF-4 y EGF durante 3
semanas, las MASC se diferenciaron a astrocitos y oligodendrocitos, pero no a neuronas.

Otros factores de crecimiento que se expresan especificamente en el cerebro y que afectan a desarrollo neuronal in
vivo e in vitro incluyen factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), factor neurotréfico derivado de glial (GDNF) y
factor neurotrofico ciliar (CNTF). EI BDNF es un miembro de la familia de los factores de crecimiento nervioso que
promueve la diferenciacién in vitro del NSC, células subependimales humanas, y precursores neuronales para
neuronas y promueve la excrecencia de neuritas de células madre hipocampicas in vivo. De acuerdo con la funcién
conocida del BDNF de soportar la supervivencia de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra, cuando se
trataron MASC con 10 ng/ml de BDNF y EGF se observé diferenciacion exclusiva en neuronas positivas para tirosina
hidroxilasa. El GDNF es un miembro de la superfamilia TGF. En neurogénesis temprana, el GDNF se expresa en el
neuroectodermo anterior lo que sugiere que puede desempefiar un papel clave en el desarrollo neuronal. GDNF
promueve la supervivencia de neuronas motoras en el nervio y el musculo periférico y tienen capacidades
neurotroficas y de diferenciacion. Se observd que el GDNF inducia la diferenciacion de MASC a neuronas
GABAérgicas y dopaminérgicas. EI CNTF, aislado en primer lugar a partir de ganglio ciliar, es un miembro de la
familia de gp130 de citocinas. El CNTF promueve la supervivencia neuronal temprana en el desarrollo. En cultivos
hipocampicos de ratas embrionarias, el CNTF increment6é el nimero de neuronas GABAérgicas y colinérgicas.
Ademas, evité la muerte celular de neurones GABAérgicas y promovid la incorporacion de GABA. EI CNTF ejercio la
misma induccion GABAérgica sobre MASC ya que éstas se diferenciaban exclusivamente a neuronas GABAérgicas
después de tres semanas de la exposicion a CNTF.

Se ha demostrado que algunas citocinas hematopoyéticas son factores troficos del NSC, tales como IL-11 y LIF,
como se menciona anteriormente. Ademas, los estudios in vitro sobre células precursoras neuronales han mostrado
que SCF, FIt3L, EPO, TPO, G-CSF, y CSF-1 actuan temprano en la diferenciacién de las células neurales, mientras
que IL5, IL7, IL9, e IL11 actuan después en la maduracion neuronal. Las MASC inducidas con una combinacién de
citocinas de accién temprana (10 ng/ml de trombopoyetina (amable donacion de Amgen Inc., Thousand Oaks, CA),
10 ng/ml de factor de estimulacién de colonias de granulocitos (Amgen), 3U de eritropoyetina (Amgen) y 10 ng/ml de
interleucina-3 (R&D Systems), seguido de cultivo durante 1 mes en un medio condicionados por la capa
alimentadora de higado fetal murino (una amable donacion del Dr. Ihor Lemishka, Universidad de Princeton, NJ)
suplementado con 14/ml de ligando de tirosina cinasa 3 de higado fetal (una amable donaciéon de Immunex Inc,
Seattle, WA) y 15 ng/ml de SCF (una amable donacién de Amgen), se diferenciaron en astrocitos, oligodendrocitos y
neuronas. Las neuronas colinérgicas generadas bajo estas condiciones eran inmaduras, ya que expresaban
neurofilamento 68 pero no 200.

En algunos cultivos, las MASC se habian transducido retroviricamente con un vector que contenia eGFP (descrito en
el ejemplo 4 anteriormente). Las células gliales y neuronales diferenciadas continuaron expresando eGFP. Esto
indica que estas células puede modificarse genéticamente sin interferir con su diferenciacion. Por tanto, las MASC
no diferenciadas pueden generar una células madre neural que después da lugar a astrocitos, oligodendrocitos y
neuronas.

La facilidad con la que las MASC pueden aislarse a partir de médula post-natal, expandirse ex vivo a inducir su
diferenciacion in vitro en células gliales o tipos celulares neuronales especificos evita uno de los problemas clave en
los trasplante en el NSC, a saber, la disponibilidad de tejido de donante adecuado.

Las células de la presente invencién pueden usarse en tratamientos de reemplazo celular y/o tratamiento génico
para tratar o aliviar sintomas de trastornos neurodegenerativos congénitos o trastornos de almacenamiento tales
como, por ejemplo, mucopolisacaridosis, leucodistrofias (leucodistrofia de células globoides, enfermedad de
Canavan), fucosidosis, gangliosidosis GM2, Niemann-Pick, sindrome de Sanfilippo, enfermedad de Wolman y Tay
Sachs. También pueden usarse para tratar o aliviar sintomas de trastornos neurodegenerativos adquiridos tales
como Huntington, Parkinson, esclerosis multiple y Alzheimer. También pueden usarse para trastornos traumaticos
tales como apoplejia, hemorragia en el CNS, y traumatismo en el CNS; para trastornos del sistema nervioso
periférico tales como lesion de la médula espinal o siringomielia; para trastornos de la retina tales como
desprendimiento de retina, degeneracion macular y otros trastornos degenerativos de la retina, y retinopatia
diabética.
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Ejemplo 6. Desarrollo hematopoyético

Las células madre hematopoyéticas (HSC) tienen un origen mesodérmico. Durante mucho tiempo se pensé que las
HSC provenian del mesodermo del saco vitelino. Existe amplia evidencia de que las células eritroides primitivas se
originan en el saco vitelino. Estd menos claro si la hematopoyesis definitiva se origina también a partir de células del
saco vitelino. Una serie de estudios recientes en embriones de pollo, murino y humanos han sugerido que la
hematopoyesis definitiva puede derivar a partir de células mesodérmicas presentes en el propio embrion, a saber, en
la region AGM. En seres humanos, entre los dias 22 y 35, se desarrolla una pequefia poblacién de células FIk1" en
la aorta dorsal que se diferencia en células CD34" endoteliales o hematopoyéticas. Se cree que estas son las células
que colonizan el higado fetal. Aunque las células con potencial hematopoyético se originan en la aorta dorsal, su
diferenciacion y su destino como células hematopoyéticas maduras requiere que migren al higado, donde el entorno
endodérmico es propicio para el desarrollo hematopoyético. En cambio, las células que permanecen en la regidon
AGM no se desarrollaran a células hematopoyéticas.

Algunos de los clones de los presentes cultivos de MASC tienen potencial hematopoyético. Las MASC se diferencian
en células endoteliales y forman lo que se parece a cuerpos embrionarios. Estos mismos agregados celulares se
diferencian en células hematopoyéticas. Los pequefios agregados suspendido se tripsinizaron y se replaquearon
sobre FN, colageno de tipo IV o ECM. El medio consistia en medio de MASC con contenia 0,5-1.000 ng/ml de
PDGF-BB (preferiblemente aproximadamente 10 ng/ml) y 0,5-1.000 ng/ml de EGF (preferiblemente
aproximadamente 10 ng/ml) suplementado con 5-1.000 ng/ml de SCF (preferiblemente aproximadamente 20 ng/ml)
0 en una combinacién de IL3, G-CSF, FIt3-L y SCF (2-1000 ng/ml, preferiblemente aproximadamente 10-20 ng/ml).
Alternativamente, se us6 un medio MASC que contenia 0,5-1.000 ng/ml de PDGF-BB (preferiblemente
aproximadamente 10 ng/ml) y 0,5-1.000 ng/ml de EGF (preferiblemente aproximadamente 10 ng/ml) con FCS al 5 %
y 1-1.000 ng/ml de SCF (preferiblemente aproximadamente 100 ng/ml) que estaba condicionado con células
AFTO024. Las células recuperadas de cualquiera de estos cultivos expresaron cKit, cMyb, Gata2 y G-CSF-R (RT-
PCR/inmunohistoquimica), indicando que la diferenciacion hematopoyética puede lograrse.

Ejemplo 7. Desarrollo epitelial

Los solicitantes también han podido demostrar el desarrollo epitelial. En resumen, se recubrié un recipiente con 1-
100 ng/ml de fibronectina junto con otros productos de ECM tales como 1-100 ng/ml de laminina, colagenos o IV y
matrigel. El medio usado comg)rendia lo siguiente: 10-95 % de DMEM-LG, 5-90 % de MCDB-201, 1X ITS, 1X 10 LA-
BSA, dexametasona 107 -10"° M (preferiblemente 10-%), acido ascorbico 2-fosfato 10-* a 10-> M (preferiblemente 10-
4). El medio también puede contener una o mas de las siguientes citocinas

0,5-100 ng/ml de EGF (preferiblemente aproximadamente 10 ng/ml) 0,5-1000 ng/ml de PDGF-BB (preferiblemente
aproximadamente 10 ng/ml) 0,5-1000 ng/ml de HGF (factor de crecimiento de hepatocitos) (preferiblemente
aproximadamente 10 ng/ml) 0,5-1000 ng/ml de KGF (factor de crecimiento de queratinocitos) (preferiblemente
aproximadamente 10 ng/ml)

Algunas de las células fueron positivas para pancitoqueratina, y positivas para citoqueratina 18 y 19, lo que sugeriria
que estas células tienen origen endodérmico (es decir, epitelio hepatico, epitelio biliar, células pancreaticas acinares,
o epitelio intestinal). Algunas de las células demostraron la presencia de ofH-Met, o del receptor del factor de
crecimiento de hepatocitos, que son especificos para epitelio hepatico y epitelio renal. Otras células demostraron la
presencia de queratina, lo que es compatible con epitelio de la piel.

Las células de la presente invencién se pueden usar en tratamiento de reemplazo celular y/o tratamiento génico para
tratar o aliviar los sintomas de diversas enfermedades de 6rganos. Se podrian usar las células para tratar o aliviar
trastornos hepaticos congénitos, por ejemplo, trastornos de almacenamiento tales como mucopolisacaridosis,
leucodistrofias, gangliosidosis GM2; incremento de trastornos de bilirrubina, por ejemplo sindrome de Crigler-Najjar;
trastornos de amoniaco tales como errores innatos del ciclo de la urea, por ejemplo deficiencia de ornitina
descarboxilasa, citrulinemia, y argininosuccinico aciduria; errores innatos de aminoéacidos y acidos organicos tales
como fenilcetoinuria, tirosinemia hereditaria, y deficiencia de alfa1-antitripsina; y trastornos de coagulacion, tales
como deficiencia de factor VIl y IX. También se pueden usar las células para tratar trastornos hepaticos adquiridos
debido a infecciones viricas. También se pueden usar las células de la presente invencién en aplicaciones ex vivo
tales como para generar un higado artificial (parecido a didlisis renal), para producir factores de coagulacién y para
producir proteinas o enzimas generadas por el epitelio hepatico.

También se pueden usar las células de la presente invencion en tratamiento de reemplazo celular y/o tratamiento
génico para tratar o aliviar sintomas de trastornos biliares tales como cirrosis biliar y atresia biliar.

También se pueden usar las células epiteliales de la presente invencion en tratamiento de reemplazo celular y/o
tratamiento génico para tratar o aliviar sintomas de trastornos pancreaticos tales como atresia pancreatica,
inflamacion de pancreas y deficiencia de alfa1-antitripsina. Ademas, como se puede producir epitelio pancreatico a
partir de células de la presente invencién, y como pueden producirse células neurales, pueden generarse células
beta. Estas células pueden usarse para el tratamiento de la diabetes (implante subcutaneo o implante
intrapancreatico o intrahepatico).
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Ademas, se pueden usar las células de la presente invencion en tratamiento de reemplazo celular y/o tratamiento
génico para tratar o aliviar sintomas de trastornos del epitelio intestinal tales como atresia intestinal, trastornos
inflamatorios del intestino, infartos intestinales y reseccion intestinal.

Ademas, las células de la presente invencion también se pueden usar en tratamiento de reemplazo celular y/o
tratamiento génico para tratar o aliviar sintomas de trastornos cutaneos tales como alopecia, defectos cutaneos tales
como heridas por quemaduras y albinismo.

Ejemplo 8: Perfil génico expresado de MASC. cartilago y hueso

Usando ensayos de ADNc Clontech e Invitrogen, los inventores evaluaron el perfil génico expresado de MASC
humanas cultivadas a densidades de siembra de 2x10%cm? para 22 y 26 divisiones celulares. Ademas, los
inventores evaluaron los cambios en la expresion génica cuando se indujo la diferenciacion de las MASC en
cartilago y hueso durante 2 dias.

- Las MASC no expresan CD31, CD36, CD62E, CD62P, CD44-H, cKit, Tie, receptores para IL1, IL3, IL6, IL11,
G-CSF, GM-CSF, Epo, FIt3-L, o CNTF, y bajos niveles de ARNm de HLA-clase-I, CD44-E y Muc-18.

- Las MASC expresan ARNm para las citocinas BMP1, BMP5, VEGF, HGF, KGF, MCP1; los receptores de
citocina F1k1, EGF-R, PDGF-R1a, gp130, LIF-R, activina-R1 y R2, TGFR-2, BMP-R1A; los receptores de
adhesion CD49c, CD49d,CD29; y CD10.

- Las MASC expresan ARNm para hTRT, oct-4, sox-2, sox-11, sox-9, hoxa4, -5, -9, D1x4, MSX1, PDX1

- Tanto el cartilago como el hueso perdieron/redujeron la expresion de oct-4, sox-2, Hoxa4, 5, 9; D1x4, PDX1,
hTRT, TRF1, ciclinas, cdk, sindecano-4; distroglicano, integrina a2, a3, 1, FLK1, LIF-R, RAR-a, RARy, EGF-R,
PDGF-R1ay -B, TGF-R1y -2, BMP-R1A, BMP1 y 4, HGF, KGF, MCP1

- La diferenciacién de osteoblastos se asocié con la adquisicion de/aumento de la expresién de Hox7, hox11,
sox22, cdki, sindecano-4, decorina, lumicano, fibronectina, sialoproteina ésea, TIMP-1, CD44, (38, integrina (35,
PTHr-P, Leptina-R, VitD3-R, FGF-R3, FGF-R2, Estrogeno-R, wnt-7a, VEGF-C, BMP2

- La diferenciacion de cartilago se asocié con la adquisicion de Sox-9, FREAC, hox-11, hox7, CART1, Notch3,
cdki, colageno I, fibronectina, decorina, glicoproteina de cartilago, proteina de la matriz oligomérica de
cartilago, MMP y TIMP, N-cadherina, CD44, integrina al y a6, VitD3-R, BMP2, BMP7

Ejemplo 9 Caracterizacion de genes expresados diferencialmente en MASC frente a osteoblastos mediante
hibridacién sustractiva

Los inventores de la presente invencion usaron un enfoque de sustraccion para identificar diferencias genéticas
entre MASC no diferenciadas y progenie asignada. Se extrajo ARNm de Poli-A de MASC no diferenciadas y se
indujo la diferenciacion de las células en el linaje de osteoblastos durante 2 dias. Se realizd la sustraccion y la
amplificacion de los ADNc expresados diferencialmente usando el kit PCR-Select de Clonetech, con la
recomendacion del fabricante sin modificacion. Se analizaron las secuencias génicas expresadas en los cultivos de
osteoblastos de 2 dias, pero no las de las MASC no diferenciadas.

Se secuenciaron ochenta y seis secuencias de ADNc expresadas diferencialmente. Se confirmé por Northern que
los ARNm estaban de hecho expresados especificamente en progenitores de osteoblastos de 2 dias y no en MASC.
Se compararon las secuencias (usando el algoritmo BLAST) para las siguientes bases de datos: colecciones de
proteinas y nucledtidos SwissProt, GenBank, EST, contigs. de EST murina y humana.

Se categorizaron las secuencias por homologia: 8 son factores de transcripcién, 20 estan implicadas en el
metabolismo celular; 5 en reparacién de cromatina; 4 en la via de apoptosis; 8 en la funcién mitocondrial; 14 son
receptores de adhesion / componentes de ECM; 19 son secuencias de EST publicadas con funcién desconocida y 8
son novedosas.

Para 2 de las secuencias novedosas, se realizd Q-RT-PCR sobre MASC en la que se indujo la diferenciacion en
hueso durante 12 h, 24 h, 2 dias, 4 dias, 7 dias y 14 dias a partir de 3 donantes individuales. Se expresaron los
genes durante don 2 y 4 dias iniciales de diferenciacion respectivamente, y después se regularon por disminucion.

Los genes presentes en MASC no diferenciadas, pero que no eran osteoblastos de 2 dias, también se analizaron.
Se han secuenciado treinta genes expresados diferencialmente y 5 de ellos son secuencias EST o secuencias
desconocidas. La presencia de estos en genes en MASC pero no en osteoblastos de 2 dias se confirma por
transferencia Northern.

Ejemplo 10. Injerto de MASC

Se iniciaron estudios para examinar si las MASC se injertan y persisten in vivo. Se inyectaron MASC eGFP* por via
intramuscular en ratones NOD-SCID. Se sacrificaron los animales 4 semanas después y se examiné el musculo para
determinar si, como se ha descrito para células ES humanas, se desarrollan teratomas. En 5/5 de los animales, no
se observaron teratomas. Se detectaron células positivas para eGFP. Asimismo, se infundieron MASC IV eGFP" por
via intrauterina en ratones SCID fetales. Se evaluaron los animales inmediatamente después del nacimiento. El
andlisis por PCR demostré la presencia de células eGFP™ en el corazén, el pulmén, el higado, el bazo y la médula.
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Cuando se trasplantan MASC estereotaxicamente en el cerebro intacto o en el cerebro infartado de ratas, adquieren
un fenotipo compatible con células neuronales, y persisten durante al menos 6 semanas. Estos estudios muestran
que las MASC humanas pueden injertarse in vivo y diferenciarse en forma de un érgano especifico sin evolucionar
hacia teratomas.

Los estudios también muestran que las MASC son claramente diferentes de las células madre embrionarias o
células germinales. Las MASC representan una nueva clase de células madre multipotentes que puede obtenerse
de multiples 6rganos de adultos y nifios.

Ejemplo 11: Demostracion de la capacidad para seleccionar, expandir y caracterizar MASC de origen murino.

Se pueden generar MASC de médula de ratén y se pueden presentar en érganos aparte de la médula.

1. Identificacion de MASC en médula de ratén

Los investigadores seleccionaron MASC de médula de ratén. Se obtuvo médula de ratones C57/BL6 y se
plaquearon células mononucleares o células deplecionadas de células positivas para CD45 y GlyA (n=6) bajo las
mismas condiciones de cultivo usadas para MASC humanas (10 ng/ml de PDGF-BB y EGF humana). Cuando se
plaquearon las células mononucleares de médula, se deplecionaron células CD45" 14 dias después del inicio de
cultivo para retirar las células hemopoyéticas. Como para MASC humanas, se resembraron los cultivos a 2.000
células/cm? cada 2 divisiones celulares.

Al contrario de lo que se observé con células humanas, cuando se plaquearon células mononucleares de médula
murina deplecionadas el dia 0 de células CD45%en el cultivo de MASC, no se observé crecimiento. Cuando se
plaquearon células mononucleares de médula murina, y se cultivaron células 14 dias después de la deplecién de
células CD45", aparecieron células con la morfologia y el fenotipo similares a las de MASC humanas. Esto sugiere
que se pueden necesitar factores secretados por células hematopoyéticas para soportar el crecimiento inicial de
MASC murinas. Cuando se cultivaron con PDGF-BB y EFG solo, la division celular fue lenta (>6 dias) y no se
pudieron mantener los cultivos por encima de 10 divisiones celulares. La adicion de 10 ng/ml de LIF mejoré el
crecimiento celular y se han obtenido > 70 divisiones celulares. Cuando se cultivé sobre laminina, colageno de tipo
IV o matrigel, se observo crecimiento celular, pero las células fueron positivas para CD44+ y HLA-clase-l. Al igual
que las células humanas, las MASC de C57/BL6 cultivadas con LIF sobre placas recubiertas con fibronectina son
negativas para CD44 y HLA-clase-|, positivas en tincién con SSEA-4, y expresan transcritos para oct-4, LIF-R y sox-
2.

Se puede inducir MASC derivadas de médula de ratén para diferenciarse en células del musculo cardiaco, células
de endotelio y neuroectodérmicas usando procedimientos también usados para inducir diferenciacion de MASC
humanas. Por lo tanto, las MASC derivadas de médula de ratéon C57B16 son equivalentes a las obtenidas de médula
humana.

2. Las MASC estan presentes en tejidos distintos de médula

Los inventores examinaron si las MASC estan presentes en otros 6rganos tales como higado y cerebro. Se
plaquearon células mononucleares de médula, cerebro o higado mononuclear a partir de ratones FVB/N de 5 dias
de vida, disociadas con colagenasa y tripsina, en cultivos de MASC con EGF, PDGF-BB y LIF sobre fibronectina. 14
dias después, se retiraron las células CD45* y se mantuvieron las células en condiciones de cultivo de MASC, como
se ha descrito anteriormente. Las células con morfologia similar a la de la MASC humana y MASC murina derivada
de medula de ratones C57B16 crecieron en cultivos iniciados con células de médula, cerebro o higado. Las células
expresaron ARNm de oct-4. Los inventores también examinaron ratones transgénicos para un gen de eGFP
promotora de oct-4. En estos animales, la expresion de eGFP se observa en células germinativas primigenias asi
como en células germinativas después del nacimiento. Como las MASC expresan oct-4, se sometio a prueba si las
células positivas para eGFP se podian encontrar en la médula, el cerebro y el higado de estos animales después del
nacimiento. Se clasificaron células eGFP* (1 % de la poblacién mas brillante) de médula, cerebro e higado de
ratones de 5 dias de vida. Cuando se evalud por microscopia de fluorescencia, <1 % de las células clasificadas a
partir de cerebro y médula fueron eGFP’. Se pudo detectar ARNm de oct-4 por Q-RT-PCR en la poblacién
clasificada. Se han plaqueado células clasificadas bajo condiciones que soportan las MASC murinas (pocillos
recubiertos de fibronectina con EGF, PDGF, LIF). Las células sobrevivieron pero no se expandieron. Cuando se
transfirieron a fibroblastos embrionarios murinos, se observd crecimiento celular. Cuando se transfirieron
posteriormente a cultivos de MASC, se obtuvieron células con morfologia y fenotipo similares a los de las MASC
derivadas usado seleccion de MASC clasica y procedimientos de cultivo de médula humana o de médula de ratones
C57/B16 o FVBI/N.
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REIVINDICACIONES

1. Una célula de linea celular no germinativa, no embrionaria, multipotente humana aislada, en la que la célula
expresa los factores de transcripcion oct 4, REX-1 y ROX-1 y en la que se puede inducir la célula para diferenciarse
en tipos celulares de origen endodérmico, ectodérmico y mesodérmico.

2. Lacélula de la reivindicacion 1,

(a)en la que el tipo de célula mesodérmica es osteoblasto, condrocito, adipocito, fibroblasto, estroma de la
médula, musculo esquelético, musculo liso, musculo cardiaco, endotelial, epitelial, hematopoyético u éseo; y/o

(b) en la que el tipo de célula ectodérmica es glial, neuronal u oligodendrocito.
3. La célula de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en la que la célula se deriva de un 6rgano.
4. La célula de la reivindicacion 3, en la que el érgano es médula, higado o cerebro.
5. La célula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para su uso en medicina.

6. La célula de la reivindicacién 5, para su uso para corregir un proceso de enfermedad genética, enfermedad
degenerativa, enfermedad cardiovascular, enfermedad de almacenamiento metabdlico, enfermedad neuronal o de
cancer o en el tratamiento de enfermedad autoinmunitaria.
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Longitud de telomero de
MAPC cultivada
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FORMACION DE MIOTUBOS

ex

e P

SE MARCARON LOS MIOTUBOS CON EL COLORANTE DE MEMBRANA PKH26 (ROJQO).
LOS MIOBLASTOS SE DERIVARON DE MPC TRANSDUCIDAS DE eGFP (VERDE). SE

CULTIVARON CONJUNTAMENTE LAS CELULAS DURANTE 2 DIAS Y DESPUES
SE EXAMINARON POR MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

FIG. 8
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Diferenciacién endotelial

de MAPC
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EFECTO DE LA IMPLANTACION ESTEREQTACTICA DE MAPC
EN CEREBRO DE RATA INFARTADO

20 .

15

10

Reemplazo de extremidad:
puntuacion

Simulado '  Solucién medio
0 ; MAPC

salina acond.

SOMETIDO A PRUEBA 6 SEMANAS DESPUES DE INYECCION
ESTEREOTACTICA DE 50.000 MAPC

FIG. 15

EFECTO DE IMPLANTACION ESTEREOTACTICA DE MAPC
EN CEREBRO DE RATA INFARTADA

2 SEMANAS 6 SEMANAS

el
'?.‘,&-’:'l"iﬁ
2% 6 SEMANAS DES_PUES DE INYECCION ESTEREOTACTICA DE 50.000 MAPC
CON TINCION CON ANTICUERPO DE NESTINA ANTI-HUMANA

FIG. 16
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DIFERENCIACION EPITELIAL
DE MAPC
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FIG. 17
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